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A) HEPATITIS INFECCIOSAS. TIPOS E IMPORTANCIA SANITARIA
La hepatitis es una enfermedad conocida desde muy antiguo. Las
descripciones clínicas hechas por Hipócrates (460-375 AC)(1), todavía válidas
en sus aspectos básicos, ya apuntaban el carácter transmisible de la enfermedad.
Hoy día conocemos la diversidad de su etiología que comprende diversas
deficiencias enzimáticas, fármacos y sustancias tóxicas y agentes infecciosos
como causa más común. Durante toda la historia han sido descritos diversos brotes
acaecidos durante campañas militares, así como otros asociados a transmisión
parenteral, como el ocurrido en 1883 en Breme, entre los trabajadores de un
astillero que habían sido inmunizados contra la viruela con una vacuna obtenida de
linfa humana. Sin embargo, el carácter transmisible de la enfermedad sólo pudo ser
establecido conseguridad mediante experimentos de transmisión realizados durante
el período comprendido desde la segunda guerra mundial hasta los años 60.
Basándose en ellos, Krugman y colaboradores (2) establecieron dos formas
diferentes de hepatitis infecciosa: la “Hepatitis infecciosa clásica” (“Ictericia
catarral”, “Ictericia Epidémica”), de período de incubación corto y asociada a
transmisión oral y la “Hepatitis sérica” (“Hepatitis Postransfusional”, “Hepatitis
Postvacunal”), de período de incubación más largo, transcurrir más lento y
asociada a transmisión parenteral. Por entonces ya se suponía que los agentes
infecciosos implicados debían ser virus, dado su carácter filtrable. El primero en ser
identificado fue el Virus de la Hepatitis 6 (VI-IB) (3,4), cuyos descubridores
creían haber encontrado un marcador asociado a la leucemia aguda, al que
denominaron Antígeno Australia por haber sido encontrado en una muestra
procedente de un aborigen australiano; pocos años después se lograba visualizar
por microscopia electrónica (5> en casos de “hepatitis sérica”. Hoy día es el
único miembro conocido de la familia Hepadnavfridae con papel en patología
humana. Posteriormente se estableció, tanto su capacidad de producir infección
crónica, ascendiendo actualmente a unos 300 millones el número estimado de
portadores, como su asociación con el carcinoma hepatocelular, revelándose como
uno de los agentes víricos de mayor importancia en patología humana. El agente
1
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productor de la “Hepatitis Infecciosa Clásica”, Virus de la Hepatitis A (VHA), fue
visualizado por primera vez en 1973, en heces de pacientes (6> mediante
inmunomicroscopía electrónica. Posteriormente ha sido clasificado dentro de los
picornavirus, siendo su nombre sinónimo de Enterovirus 72, pese a que en el último
informe del Comité Internacional de Nomenclatura de Virus (7> se ha segregado
del género Entero virus para formar el género Hepatovirus. La infección por VHA es
asintomática en el 90% de los niños, porcentaje que baja al 25-50% en adultos.
Al ser un virus de transmisión oral, bien por contacto directo, o a través de agua
corriente o alimentos, el porcentaje de población infectada antes de alcanzar la
edad adulta suele ser alto, especialmente en paises subdesarrollados. La infección
por VHA es autolimitada y confiere inmunidad de por vida, residiendo
principalmente su importancia sanitaria en su elevada prevalencia y en la posibilidad
de producir hepatitis fulminante en un escaso porcentaje de casos.
A finales de los años 70 se describía el Virus de la Hepatitis Delta (VHD) (8),
agente siempre asociado al VHB, ya que se trata de un virus defectivo en ciertos
componentes necesarios para su replicación que debe aportar el VHB. El VHD es,
pues, solamente capaz de infectar, bien cuando se transmite junta con VHB
(coinfección>, bien cuando alcanza a un individuo infectado por VHB
(sobreinfección). La sobreinfección por VHD se traduce en una hepatitis aguda
superpuesta al cuadro crónico por VHB, tras la que el paciente queda
persistentemente infectado por ambos virus, incrementándose considerablemente
el riesgo de evolución hacia cirrosis hepática aun cuando se tratase de un portador
asintomático de VHB. La única vía de transmisión conocida para el VHD es la
parenteral, razón por la cual, en nuestro medio, se circunscribe fundamentalmente
a adictos a drogas por vía parenteral <ADVP). Sin embargo, la alta prevalencia que
presenta en poblaciones sin riesgos parenterales conocidos de ciertas áreas de
Italia, Sudamérica y Africa, no se justifica sin la existencia de otras vías de
transmisión.
Los avances en el diagnóstico de las infecciones producidas por estos
agentes pusieron de manifiesto la existencia de casos de hepatitis infecciosa no
filiados a ninguno de ellos, que se denominaron como “Hepatitis no A no 6”,
separables en dos tipos clínico-epidemiológicos similares a los existentes antes del
2
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descubrimiento del VHB y VHA. La hepatitis no A no B postransfusional suponía
la pesadilla de los bancos de sangre, que sólo disponían de las transaminasas
séricas para detectar donaciones potencialmente infecciosas, método que no
evitaba la aparición de casos de hepatitis aguda postransfusional, la cual, además,
evolucionaba con frecuencia a formas crónicas con deterioro hepático progresivo
similares a las producidas por el VHB. En abril de 1989, y antes de haber podido
aislar o visualizar el agente responsable, se publicaba la secuencia completa de su
genoma (9), ARN monocatenario de polaridad positiva, marcando un hito
metodológico en la historia de la Virología. Los conocimientos previos referentes
a su tamaño y propiedades físicas, y el estudio de su secuencia, de la que se
dedujeron sus componentes protéicos, permitió encuadrarlo en la familia
F/aviv¡ridae, de la que actualmente se le considera un género aparte (7>. Tan solo
hace un año de la presentación de la primera imagen de microscopia electrónica de
este agente, el Congreso de Hepatitis Infecciosas de Madrid. Hoy día se dispone
de ensayos capaces de detectar anticuerpos frente a cada uno de sus
componentes, que permiten localizar las hemodonaciones contaminadas,
habiéndose reducido de forma dramática los casos de hepatitis postransfusionales.
De nuevo son los ADVP el grupo más afectado, aunque la existencia de casos
entre personas sin ninguno de estos riesgos sugiere, de nuevo, la posibilidad de
vías de transmisión alternativas, sobre cuyo conocimiento se trabaja intensamente.
Finalmente, se describió el Virus de la Hepatitis E (10>, agente causal de la
hepatitis no a no B de transmisión entérica, de la cual se habían descrito brotes
epidémicos en Asia Central, Centroamérica y algunas zonas del Centro y Norte de
Africa ligados fundamentalmente a aguas contaminadas. Se trata de un virus
desnudo de simetría icosaédrica y con ARN de polaridad positiva, aun no
clasificado, aunque similar a los calicivirus. Produce un cuadro similar al del VHA,
aunque con una mayor frecuencia de hepatitis fulminante, especialmente en
gestantes. Es el único de estos agentes cuya presencia no ha sido detectada en
nuestro país.
La primoinfección por el Virus de Epstein-Barr, y en menor medida
Citomegalovirus y Toxoplasma gondll, puede manifestarse como una
mononucleosis infecciosa que cursa frecuentemente con elevación de enzimas
3
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hepáticas, aunque muy raramente con ictericia, precisándose de diagnóstico
diferencial. El Virus Herpes Simplex, el Virus Varicela-Zoster y el propio
Citomegalovirus pueden producir cuadros de hepatitis en pacientes
inmunodeprimidos. La infección por Coxie/la burnettt ricketsia causal de la Fiebre
O, puede afectar al hígado cursando con síntomas de hepatitis aguda, e incluso
producir un cuadro crónico (hepatitis crónica granulomatosa).
Finalmente, no debemos olvidar los virus productores de fiebres
hemorrágicas, especialmente el Virus de la Fiebre Amarilla cuyo hepatotropismo es
muy manifiesto y esencial en la patogenia de las hemorragias generalizadas,
producidas, en gran medida, por la deficiencia en factores de coagulación que sigue
a la destrucción masiva de células hepáticas. Este virus afecta anualmente a
millones de personas en Africa y Sudamérica constituyendo uno de los problemas
sanitarios más serios en el mundo tropical.
8> VIRUS DE LA HEPATITIS 8. GENERALIDADES
No es el objeto de esta Tesis realizar una trabajo bibliográfico exhaustivo
sobre aspectos generales del Virus de la Hepatitis 6. Me remito, pues, en este
apartado a las excelentes revisiones publicadas en la prensa científica, algunas de
las cuales se recogen en el capítulo de bibliografía (11,12,13,14,15,
16,17>.
b.1 Morfología y estructura. Clasificación.
Según el quinto informe del Comité Internacional para la Nomenclatura de
Virus (7), el VHB constituye la especie tipo de la familia Hepadnaviridae (Hepa-
DNA-viridae), género Orthohepadnav¡rus. Comparte este género con el Virus de la
Hepatitis 6 de la ardilla (GSHBV) y con el Virus de la Hepatitis de la Marmota
(WHBV), y la familia con el Virus de la Hepatitis del pato (DHBV> y el Virus de la
Hepatitis 6 del hurón (HHBV), ambos integrados en el género Avihepadnavirus.
Se trata de un virus con ADN bicatenario de 3.2 kilobases de longitud,
siendo la hebra de polaridad positiva de tamaño variable ya que la encapsidación
4
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se produce antes de ser totalmente elongada. El genoma se encuentra dentro de
una nucleocápside de 27 nm de diámetro y simetría icosaédrica formada por 180
capsómeros compuestos por una sola proteína (p22 o proteína del “core”) con
propiedades antigénicas (antígeno de nucleocápside, HBcAg>, y que interacciona
con el genoma a través de regiones cargadas positivamente homólogas a las de las
histonas (figura 1>. Rodeando a la nucleocápside, que también contiene una ADN
polimerasa ARN- ADN- dependiente, se encuentra una envuelta de naturaleza
proteolipídica donde se hallan insertadas las proteínas de superficie codificadas por
el virus: proteína 5 (P24/GP27>, que es la mayoritaria y constituye el antígeno de
superficie (HBsAg); proteína M o mediana (GP33/GP36> y proteína L o grande
<P391GP42>. Las tres comparten la mayor parte de su secuencia, de tal manera que
la proteína M posee toda la de 5 más otros 55 aminoácidos N terminales,
conteniendo L, a su vez, toda la de M más otros 108-119 aminoácidos en su
extremo N-terminal. Las composición lipídica de la envuelta es similar a la de la
célula huésped, siendo sus componentes principales la fosfatidilcolina (60%>,
colesteril ester (14%), colesterol (15%) y triglicéridos (3%>.
Las partículas víricas completas (partículas de Dane), de 42 nm de diámetro,
se encuentran en minoría con respecto a una proporción mayoritaria de partículas
esféricas de 22 nm de diámetro (HBsAg), y en menor medida de filamentos del
mismo grosor, consistentes en envueltas proteolipídicas vacías, siendo esta
característica una de las principales peculiaridades de los hepadnavirus. La
presencia de proteína L es mucho menor en las partículas de 22 nm que en los
filamentos y viriones completos (figura 1).
EJ ADN viral posee cuatro fragmentos abiertos de lectura (figura 2>. La región
de la nucleocápside tiene dos codones de iniciación, de tal manera que codifica,
bien para la proteína de nucleocápside (HBcAg>, bien para una proteína de fusión
de ésta con el producto del fragmento pre-core (HBeAg) del que viene precedido.
La región de envuelta tiene tres codones de iniciación de tal manera que puede
rendir transcritos correspondientes a tres proteínas distintas. El fragmento 5
codifica para la proteína mayoritaria (HBsAg>, pre-s2 lo hace para la secuencia N-
terminal exclusiva de la proteína M, y pre-sl para la de la proteína L. La región X
codifica para un polipéptido no estructural con función transactivadora. La región
5
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Figura 1 Estructura del VHB.
Figura 2. Estructura del genoma de VHB.
Tomada de Chfsari et aL. 1989 (15).
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de polimerasa solapa con todas ellas siendo leída en otra fase, de tal manera que
su producto, la polimerasa vírica, no comparte secuencias con ninguno de los otros
componentes. Entre la región X y la de envuelta, se encuentra una región de
regulación positiva que aumenta la actividad de transcripción, favoreciendo la
replicación del virus. Se conocen cuatro promotores que regulan la expresión de
cada una de las regiones. El promotor C, precede a la región de la nucleocápside,
e induce la formación de un transcrito de 3.5 Kpb que sirve como pregenoma
durante la replicación (ver más adelante>, además de codificar para los productos
de nucleocápside y la polimerasa virica. El promotor 5 se encuentra entre pre-sí
y pre-s2, induciendo ARNm correspondientes a la proteína mayoritaria o a la
proteína mediana, según el codon de iniciación utilizado. El promotor pre-sl
precede a dicha región e induce un transcrito codificante para la proteína grande.
El promotor X es muy poco activo e induce transcritos de la región X. En el
extremo 5’ terminal de la cadena positiva se encuentra un oligoribonucleótido, así
como una proteína en el de la cadena negativa.
b.2 Ciclo de replicación
El VHB se fija a la célula a través de la interacción entre la proteína L y un
receptor celular de naturaleza desconocida. Las partículas de 22 nm apenas
contienen proteína L, por lo que no interfieren con los mecanismos de entrada. Una
vez adsorbidos, los viriones entran en el citoplasma y se desencapsidan por
mecanismos desconocidos, alcanzando el ADN viral el núcleo donde es completada
la cadena positiva, liberados sus extremos 5’ y circularizado. Una vez hecho esto,
es transcrito por la ARN polimerasa II celular en las distintas especies de ARN, de
longitud genómica o subgenómica, que abandonan el núcleo para ser traducidos en
sus respectivos productos. Parte de los ARN de 3.5 Kb no son traducidos, sino que
a la vez que son encapsidados, actúan como pregenoma sirviendo de molde a la
polimerasa virica que los retrotranscribe para dar la hebra de ADN negativa que
conservará en su extremo 5’ la proteína usada como cebador. Posteriormente, la
misma enzima vírica cataliza la degradación del pregenoma, conservando en su
extremo 3’ un pequeño fragmento metilado que le sirve de iniciador para la síntesis
de la cadena positiva. Todo este proceso se produce simultáneamente a la
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morfogénesis del virión y a su liberación a torrente sanguineo, razón por la cual los
viriones circulantes presentan la cadena positiva incompleta. El ritmo del proceso
de replicación puede ser incrementado por factores celulares desconocidos a través
de su unión al potenciador. El ADN viral puede integrarse en el ADN celular, aunque
esto no parece necesario para la consecución del ciclo de replicación. Sólo suelen
encontrarse integrados fragmentos subgenómicos, sin que exista una pauta fija de
unión, habiéndose visto en localizaciones muy distintas del genoma celular.
Las proteínas de nucleocápside tienen destinos diferentes según contengan
o no secuencias derivadas de la región pre-core La proteína p2l <HBcAg) queda en
su mayoría en el citoplasma uniéndose a los pregenomas a través de su extremo
carboxilo terminal, iniciándose la morfogénesis del virión. El producto de fusión
core/pre-core <p25) posee una secuencia señal en su extremo N terminal, que
provoca su anclaje a la pared del retículo endoplásmico, donde es escindido por una
proteasa celular liberando un péptido de 19 aminoácidos. Un fragmento de longitud
variable del extremo C-terminal es también eliminado, quedando finalmente una
proteína de 15 a 18 KD que constituye el antígeno e (HBeAg>, y que es
mayoritariamente secretada al torrente sanguineo o anclada en la membrana
citoplasmática.
Las proteínas de envuelta se insertan en la pared del retículo endoplásmico,
siendo internalizadas como partículas de 22 nm. Una vez allí, sufren glicosilación,
para ser posteriormente liberadas en el interior de vesículas de Golgi y secretadas
al exterior de la célula. La presencia de proteína L, que es la más hidrofóbica al ser
la única miristilada, favorecería la retención de las envueltas en el interior celular
aumentando las posibilidades de interacción con las nucleocápsides y favoreciendo
la morfogénesis del virión completo. Al mismo tiempo se produce la acumulación
de filamentos proteolipídicos ricos en esta proteína en el interior del retículo
endoplásmico contribuyendo a la desorganización estructural de la célula. La salida
de los viriones parece verificarse por un patrón secretorio, similar al de las
envueltas vacías, que resulta poco lesivo para la célula huésped y contribuye a la
persistencia de la infección.
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b.3 Respuesta inmune
La presencia de HBsAg es detectable en suero aun antes del desarrollo de
los síntomas de la enfermedad (figura 3>. Algo después se comienza a detectar
HBeAg. Los primeros anticuerpos detectables van dirigidos contra el HBcAg (anti-
HBc>, siendo detectadas junto al HBsAg desde los primeros momentos de la
enfermedad. Los anticuerpos de clase lgM preceden a los de clase lgG.
Posteriormente se produce una caída de HBeAg, al tiempo que
se detecta respuesta de anticuerpos anti-HBe. Finalmente se produce el
aclaramiento del HBsAg y la aparición de sus anticuerpos (anti-HBs),
considerándose en este momento superada la infección. Como luego veremos,
algunos individuos son incapaces de responder con anti-HBs y aclarar el HBsAg
permaneciendo persistentemente infectados. Tanto el HBsAg como los
determinantes antigénicos codificados por las regiones pre-S, san T dependientes,
precisándose del concurso de linfocitos 1 auxiliares para dirigir la respuesta
humoral específica. Los linfocitos T auxiliares se activan tras reconocer
determinantes viricos asociados con moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (CPH) de clase II en la superficie de células presentadoras. Una
vez activados realizan las funciones de ayuda a la respuesta humoral a través de
mediadores que actúan sobre las células 6. Los individuos que presentan
deficiencias en la respuesta a estos antígenos podrían tener moléculas del CPH
inadecuadas para su presentación. El HBcAg, sin embargo, es 1 dependiente-
independiente, pudiendo inducir respuesta humoral por estimulación directa de
linfocitos B específicos, no siendo indispensable la presencia de linfocitos T
auxiliares activados. El fenotipo del paciente no influye, pues, en la respuesta
humoral frente a este antígeno, por lo que ésta es detectada en individuos
persistentemente infectados.
Así como los anticuerpos neutralizantes van dirigidos fundamentalmente
frente a proteínas de envuelta, los objetivos de la respuesta citotóxica parecen ser
el HBeAg y el HBcAg presentes en la superficie de las células infectadas, en
combinación con moléculas del CPH de clase 1. Tal como ocurre en la mayoría de
las infecciones viricas, la inmunidad celular parece jugar un papel más importante
que la humoral en la eliminación de la infección, ya que los anticuerpos circulantes
9
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Figura 3: evolución de los marcadores serológicos de infección por VHB.
a: hepatitis aguda autolimitada.
b: infección autolimitada subclinica.
e: infección persistente.
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no alcanzan el interior de las células infectadas.
b.4 Patogenia celular
La primera condición necesaria para que se produzca daño celular es que se
verifique la infección. El único huésped natural es el hombre, siendo sólo
transmisible experimentalmente a chimpancés y gibones, que constituyen el único
modelo animal. A pesar del marcado hepatotropismo de los hepadnavirus, el VHB
es capaz de infectar otras muchas células, habiendo sido detectado en leucocitos,
páncreas, bazo, médula ósea, etc. Sin embargo, hasta el momento no ha podido
ser cultivado “in vitro”, disponiéndose únicamente de líneas celulares infectadas
derivadas de carcinoma hepático. El desconocimiento de la naturaleza del receptor
celular reconocido por el virus durante el proceso de adsorción, ha impedido, en
gran medida, establecer las bases moleculares de su hepatotropismo, que también
podría residir en otros factores celulares capaces de actuar sobre las regiones
reguladoras del genoma viral.
Únicamente la asociación del daño hepático con la producción de HBcAg y
HBeAg, y la observación de inclusiones de partículas filamentosas en retículo
endoplásmico apuntan hacia un daño celular inducido directamente por el virus. La
respuesta inmune celular parece ser la principal responsable de la destrucción de
los hepatocitos, tal como lo ayala la presencia de células CD4+ y CD8+ en los
infiltrados de zonas de necrosis, así como la existencia de casos de infección
congénita con inmunotolerancia a los antígenos virales que cursan sin síntomas
hepáticos, aun existiendo replicación activa. La mayor frecuencia de complejos
inmunes HBsAg/anti-HBs circulantes en pacientes con síntomas hepáticos respecto
de individuos asintomáticos llevó a proponer un mecanismo citopatogénico
mediado por complemento, actualmente desechado en favor del daño mediado por
respuesta celular. Sin embargo, si parece ser este el mecanismo responsable de
algunas manifestaciones extrahepáticas como la periarteritis nodosa o la
glomerulonefritis.
1.1
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b.5 Patogenia de la infección por VHS.
La llegada del VHB a torrente circulatorio es directa cuando es transmitido
por via parenteral. No se conoce el mecanismo cuando la vía de entrada es a través
de mucosas como en el caso de transmisión sexual, aunque se supone que, o bien
los epitelios tienen cierta permisividad a la replicación, o bien el virus alcanza el
torrente sanguíneo a través de macrófagos residentes. Por otra parte, podría
producirse una entrada directa a través de microlesiones en la mucosa. Tampoco
se conoce el papel de los leucocitos circulantes en la vehiculización de la infección
en el seno del torrente sanguíneo, ni de otros órganos como bazo o médula ósea
en la amplificación del inóculo inicial. Estas localizaciones extrahepáticas si que
parecen responsables de las reinfecciones observadas en pacientes con cirrosis
hepática por VHB sometidos a trasplante de hígado. Solo un 20-35% de las
infecciones cursan con síntomas de ictericia tras un período de incubación que
varia entre 45 y 120 días. De forma excepcional puede producirse una hepatitis
fulminante, con un grado de mortalidad superior al 70% En cualquier caso, la
mayoría de las infecciones son autolimitadas y confieren inmunidad a sucesivas
reinfecciones durante toda la vida. Sin embargo, un 5-10% de los pacientes no son
capaces de eliminar los antígenos virales permaneciendo persistentemente
infectados por el virus durante años, e incluso durante toda la vida. Es conveniente
destacar que el establecimiento de infección persistente no siempre va precedido
de un cuadro de hepatitis aguda, por lo que una parte importante de los portadores
crónicos no recuerdan haber pasado la enfermedad, ignorando en muchos casos
su condición. La mayoría de los pacientes crónicamente infectados permanecen sin
síntomas clínicos, como portadores asintomáticos, aunque algunos pueden
presentar niveles ligeramente elevados de enzimas hepáticas. El resto de ellos
sufren hepatitis crónica con presencia de marcadores bioquímicos de daño hepático
y biopsia alterada, quedando en situación de alta riesgo de progresión a cirrosis
hepática, con grave compromiso de la vida del paciente. Los portadores
asintomáticos corren riesgo de sufrir recrudescencias de la infección,
evolucionando hacia hepatitis crónica, aunque en la mayoría de los casos ésto no
ocurre. Existe una fuerte asociación epidemiológica entre el carcinoma
hepatocefular y la infección persistente por VHB, sufriendo los portadores crónicos
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un riesgo cien veces superior de contraerlo que los individuas no infectados. Se
han propuesto diferentes mecanismos para explicar la oncogenía del carcinoma
hepatocelular, contemplando todos ellos la integración del genoma del VHB como
paso fundamental, habiéndose detectado genomas integrados en la proximidad de
varios protoncogenes celulares. El riesgo de desarrollo de carcinoma hepatocelular
aumenta según el grado de deterioro hepático, siendo muy elevado en pacientes
con cirrosis.
La sobreinfección por el Virus de la Hepatitis Delta (VHD) se manifiesta como
un episodio de hepatitis aguda, que conlíeva en la mayoría de los casos la
persistencia de ambos agentes, incrementándose dramáticamente el riesgo de
progresión hacia estadios avanzados de deterioro hepático en pocos años.
Cuando la infección se contrae por transmisión vertical, se produce
inmunotolerancia al VHB, quedando persistentemente infectados un 90% de los
neonatos. En estas condiciones es frecuente la replicación masiva de virus en
ausencia de daño hepático, ya que este es producido por la respuesta inmune
celular. Si ésta se produjese con posterioridad, podría desencadenarse un episodio
severo de hepatitis por hiperagresión inmune,
La reciente introducción de técnicas de amplificación genómica capaces de
detectar la presencia de cantidades mínimas de ADN (18>, está provocando la
revisión de algunos conceptos básicos en la patogenia de la infección. Se han
podido detectar secuencias de ADN viral en pacientes considerados como inmunes,
sugiriéndose que el VHB tiene capacidad de establecer infección latente
(19,20). Algunos episodios de reactivación clínica con reaparición de HBsAg
observados en algunos pacientes en situación de inmunodepresión (21,22),
parecen apoyar esta posibilidad.
b.6 Mecanismos de persistencia y patogenia de la Hepatitis B Crónica.
Aunque los mecanismos de persistencia del VHB no han sido aun totalmente
esclarecidos, los datos disponibles sugieren que el virus basa su estrategia en dos
fenómenos independientes pero estrechamente relacionados: inducción de
inmunotolerancia y escape a la respuesta inmune del huésped. La aparición de
lesiones inflamatorias (hepatitis crónica) y necrosis hepatocitaria (lesiones pre-
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cirroticas y cirrosis hepática) asociadas a la infección persistente van a depender,
en último extrema, del éxito o fracaso del primero de ellos. Dado que la transmisión
del VHB de persona a persona requiere contacto estrecho e intercambio de fluidos
orgánicos infectados, la persistencia es un fenómeno fundamental para el
mantenimiento del virus en la población humana, constituyendo una estrategia
básica para su supervivencia.
En al actualidad, se piensa que la síntesis y secreción al torrente circulatorio
de grandes cantidades de HBeAg constituye un señuelo para el sistema inmune que
es básico para la inducción de la tolerancia inmunológica para la infección. En
casos de tolerancia extrema por infección intra-útero, los niños crónicamente
infectados no responden con anticuerpos frente a ningún antígeno viral, y soportan
una alta replicación del virus en sus hepatocitos, en ausencia de inflamación ni
daño hepático. Un grado de tolerancia menor vendría representado por los
portadores crónicos que presenten HBeAg circulante y responden con anticuerpos
anti-HBc. Estos pacientes replican virus abundantemente en sus hepatocitos,
muchas veces en total ausencia de daño hepático. En ambos casos, la tolerancia
inducida par el HBeAg circulante prevendría, en mayor o menor medida, la
destrucción de las células infectadas por linfocitos T citotóxicos sensibilizados
frente a HBeAg y HBcAg.
La aparición de anti-HBe marca un hito en la respuesta inmune que conduce
con frecuencia a la eliminación de la infección debido a la destrucción de las
hepatocitos infectados por células T específicas dependientes de anticuerpos.
Alternativamente, esta respuesta podría seleccionar células persistemente
infectadas pero sólo capaces de sintetizar HBsAg y no partículas completas,
induciendo así el estado de portador sano, anti-HBe positivo, en ausencia de
replicación viral. Por último, esta respuesta inmune puede seleccionar mutantes
pre-core defectivos generados espontáneamente en el curso de la infección (ver
d.4.2). De esta manera, se introducirla el estado de portador crónico, anti-HBe
positivo, en presencia de replicación viral, asociado casi siempre a lesiones
hepáticas especialmente resistentes al tratamiento con interferón. Este fenómeno
representa, por tanto, un mecanismo de persistencia basado en el escape a la
respuesta inmune por variabilidad genética, que operaria cuando la inducción de
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inmunotolerancia en el huesped infectado hubiese fracasado.
b.7 Diagnóstico de la infección por VHB.
Actualmente se dispone de una amplia batería de marcadores de infección
que permiten diagnosticar la infección por VHS, precisar la situación del paciente,
y predecir su posible evolución. Los distintos requerimientos diagnósticos exigen
diferentes estrategias de uso de estos marcadores a fin de ajustar los costos del
diagnóstico. La importancia sanitaria de las hepatitis infecciosas ha provocado una
fuerte demanda, atendida por las compañías de reactivos mediante la producción
una gran variedad de equipos comerciales de diagnóstico, algunos de ellos
totalmente automatizados, de excelente calidad y de fácil disponibilidad para los
distintos centros de la red sanitaria. La diversidad tecnológica es, pues, muy
elevada, aunque, en líneas generales, todos ellos se basan en la detección en suero
de antígenos y anticuerpos frente a componentes individuales del virus mediante
distintas estrategias de diseño de enzimoinmunoanálisis. Las técnicas de detección
de ADN viral por hibridación están también adaptándose a grandes pasos a
sistemas automatizados de características similares.
El diagnóstico de la infección por VHB es indisociable del resto de los
agentes hepatotropos, para muchos de los cuales se dispone igualmente de
marcadores específicos adaptados a los mismos sistemas automatizados.
b.7.1 Diagnóstica de la infección aauda
Los marcadores de infección por VHS útiles para este fin son el HBsAg, anti-
HBc total e lgM y anti-HBs total. La mera detección anti-HBc total en presencia de
HBsAg únicamente indica la presencia actual de infección, mientras que en
presencia de anti-HBs significa estado inmune tras una infección superada. La
positividad para lgM anti-HBc indicaría que ésta ha sido contraída recientemente
y sería, por tanto indicativa de que nos encontramos ante una infección aguda por
VHB. Sin embargo, durante el transcurso de la infección crónica se mantiene una
respuesta lgM anti-HBc persistente a bajo nivel que puede incrementarse durante
episodios de recrudescencia, por lo que las técnicas comerciales de detección de
anti-HBc lgM son deliberadamente disminuidas de sensibilidad para detectar de
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forma selectiva niveles altos compatibles con infección reciente. En la práctica
rinden resultados positivos en casos de infección crónica, por lo que, en presencia
de HBsAg, no representa un marcador seguro de infección aguda, especialmente
si se trata de una reactividad baja. La posibilidad de que estemos ante un episodio
agudo por sobreinfección delta debe ser investigada cuando el paciente presente
prácticas de riesgo. También debemos tener presente la posibilidad de que nos
hallemos ante un portador asintomático por VHB con infección aguda por otro
agente hepatotropo. La desaparición del HBsAg con seroconversión a anti-HBs en
el seguimiento confirmaría el diagnóstico de infección aguda indicando su
resolución. Por contra, la persistencia del HBsAg después de seis meses se
considera indicativo de evolución hacia el estado de portador crónico.
b.7.2 Diagnóstico de la infección crónica
Una vez establecido el diagnóstico de infección crónica por persistencia de
HBsAg (y anti-HBc total) durante más de seis meses, debemos investigar el estado
de replicación del virus a fin de establecer un pronóstico y seleccionar los pacientes
candidatos a tratamiento por interferón. Si persisten los síntomas clínicos o
permanecen elevados los niveles séricos de enzimas hepáticos, se debe practicar
biopsia a fin de evaluar el grado de deterioro del órgano.
Los marcadores usados tradicionalmente para este fin son el HBeAg,
indicativo de replicación activa y generalmente presente en pacientes con síntomas,
y sus anticuerpos <anti-HBe), asociados generalmente a baja replicación viral y
frecuentes en portadores asintomáticos. La introducción de la detección de ADN
viral por hibridación como marcador de replicación activa supuso modificaciones
en estos criterios. Si bien la práctica totalidad de los pacientes HBeAg positivos
presentan también ADN viral, algunos de los anti-HBe positivos también lo
contienen, y deben ser considerados de la misma manera. Las cepas de VHB que
infectan a estos pacientes, frecuentemente con niveles elevados de transaminasas
séricas, portan mutaciones en la región pre-core que generan codones de
terminación prematuros e impiden la expresión de HBeAg, el cual, como se
comentó anteriormente, no es imprescindible para la consecución del ciclo de
replicación. Estas variantes parecen generarse durante el transcurso de las
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infecciones crónicas en pacientes HBeAg positivo, llevando aparejada la
seroconversión a anti-HBe.
El significado diagnóstico de la detección de niveles bajos de ADN de VHS
por PCR está aún en estudio, tal como apuntábamos en el apartado de patogenia.
b.7.3 Bancos de sanare
Debe ensayarse HBsAg en todas las hemodonaciones con los métodos
disponibles de mayor sensibilidad, desechar las positivas, y manejar el caso según
los criterios anteriormente expuestos. En la mayaría de los casos se trata de
portadores asintomáticos.
b.7.4 Estudios prenatales
La infección perinatal por VHS se produce con mucha frecuencia en hijos de
madres portadoras de HBsAg, especialmente si son positivas para HBeAg, teniendo
graves consecuencias para el neonato, ya que en la mayoría de los casos se
traduce en una infección persistente. Sin embargo, la administración de vacuna
junto con inmunoglobulina en el momento del nacimiento previene el contagio con
enorme eficacia. Debe, pues, determinarse HBsAg durante el embarazo, a fin de
poder localizar los casos y adoptar las medidas oportunas.
b.7.5 Determinación del estado inmunitario
La correcta orientación de las medidas de inmunoprofilaxis activa en
poblaciones de riesgo requiere la localización de los individuos susceptibles, y la
evaluación del grado de inmunidad adquirido tras la vacunación. La presencia de
más de 10 UI/mí de anti-HBs se considera que protege frente a la infección.
b.7.6 Seguimiento de terapia con interferón
El patrón de marcadores de replicación debe ser tenido en cuenta a la hora
de seleccionar los portadores crónicos a tratar con interferón. El seguimiento de los
marcadores de infección, y especialmente de los niveles de ADN circulante resulta
de gran utilidad para evaluar la efectividad del tratamiento.
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b.8 Epidemiología de la Hepatitis B
Los individuos crónicamente infectados constituyen la fuente de infección
principal, así como el reservorio donde persiste el virus en la comunidad.
El fluido corporal más peligroso es la sangre, aunque también se ha podido
detectar HBsAg e incluso ADN viral en otros muchos como semen, secreciones
vaginales, saliva o lágrimas, pudiendo conservar la infectividad durante más de seis
meses a 30-320C de temperatura.
Una de las principales vías de transmisión es la inoculación percutánea de
fluidos contaminados. Antes del desarrollo de técnicas de detección, las
hemodonaciones y los derivados sanguíneos constituían la fuente más importante.
Al mismo tiempo que la hepatitis B postransfusional resultaba prácticamente
erradicada mediante el control de las hemodonaciones, surgía el problema de los
adictos a drogas de administración parenteral que resultan infectados al compartir
jeringuillas constituyendo hoy día uno de los grupos de riesgo más numeroso. La
adquisición de la infección durante el tratamiento de hemodiálisis no ha podido ser
del todo controlada. La hepatitis 6 se considera una enfermedad de transmisión
sexual y es especialmente prevalente entre personas con elevada promiscuidad,
destacando los varones homosexuales. Otra de las vías más frecuentes en paises
de elevada prevalencia es la transmisión vertical, a la que ya aludíamos en el
apartado anterior. Por último, en el medio familiar o en el seno de instituciones
cerradas, donde el contacto es prolongado, se transmite con efectividad por medios
aun no bien conocidos. El problema es especialmente grave en pacientes con
Síndrome de Down, ya que las tasas de cronificación se elevan hasta un 30% de
los infectados. El personal sanitario es otro grupo con prevalencia superior a la de
la población normal.
Los paises en vías de desarrollo presentan las mayores tasas de prevalencia
de HBsAg, destacando Africa y el sudeste asiático, donde oscila entre el 5 y el
20%, presentando gran parte del resto de la población algún marcador de infección
pasada. En estas zonas, la transmisión vertical es el principal modo de difusión. En
Europa y Norteamérica la prevalencia de HBsAg oscila entre un 0.1-1%, aunque
sube ligeramente en los países mediterráneos. En estas áreas predomina la
transmisión horizontal, y los casos tienden cada vez más a locajizarse en
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poblaciones de riesgo, aunque se sigue manteniendo entre la población general
ligado fundamentalmente a contagios intrafamiliares.
b.9 Tratamiento y profilaxis
Durante la hepatitis aguda el tratamiento va únicamente encaminado a
disminuir la sintomatología. Los pacientes crónicamente infectados con replicación
vírica activa y biopsia hepática alterada, sugerente de probable evolución hacia
estados de grave deterioro de la función hepática, deben ser sometidos a
tratamiento con a-interferón. La resolución de la infección, con seroconversión a
anti-HBs, es muy infrecuente, aunque, sin embargo, en un número considerable de
los casos se logra que el paciente quede como portador asintomático, deteniendo
la progresión del deterioro hepático. El establecimiento de nuevas pautas de
tratamiento con interferón y la búsqueda de otros agentes terapéuticos son campos
de investigación muy activos.
El control de las hemodonaciones y de los productos derivados, el uso de
material quirúrgico y jeringuillas desechables, los usos encaminados a prevenir
enfermedades de transmisión sexual y cualquier otra que evite el contacto con
sangre y fluidos corporales resultan medidas profilácticas muy eficaces.
Actualmente se dispone de una vacuna de antígeno recombinante totalmente
segura y eficaz en más de un 90% de los casos, que ha desplazado a los antiguos
preparados derivados de sangre de pacientes infectados, que ofrecían menores
garantías de seguridad. Sólo se viene empleando en poblaciones de riesgo, aunque
se está planteando su generalización incorporándolo al calendario de vacunaciones
obligatorias. La vacuna y la inmunoglobulina administradas conjuntamente en sitios
diferentes, se usan como profilaxis post-exposición y en niños nacidos de mujeres
portadoras.
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C) VARIABILIDAD DEL VHB. SUBTIPOS DE HBsAg
C.l Definición, historia
Una vez que se identificó al Antígeno Australia (3,4) como un componente
del Virus de la hepatitis 6, se prepararon antisueros que permitieran su detección
por inmunodifusión en sueros de pacientes infectados, evidenciándose la falta de
identidad absoluta entre antígenos procedentes de distintos individuos. La parte
común a todas las cepas, se denominó determinante a, y las diferentes b y c
<23). Otros autores obtuvieron resultados similares (24), pero fue Le Bouvier
(25> quien propuso la existencia de dos determinantes mutuamente excluventes
a los que llamó d e y, que se expresan en el virus junto con el determinante común
a, existiendo, por tanto, dos subtipos diferentes: ad y ay. Bancrofty colaboradores,
trabajando con muestras de América y Asia, encontraron diferencias antigénicas
dentro del subtipo ad según la procedencia, concluyendo que había una pareja
adicional de determinantes de subtipo, que denominaron wlr. Los subtipos se
definían, pues, como adw, ayw, adr, ayr, aunque este último no fue encontrado en
muestras clínicas hasta algún tiempo después. Couroucé y colaboradores
describieron subespecificidades que atribuyeron inicialmente al determinante a (al,
821, a22, a3> <26> y posteriormente al determinante vv <wl, w2, w3, w4)
(27). Pronto fueron descritos otros muchos determinantes como el x <25), t
(27>, q (28>, n, j, k, Af <27), g (29)>, de manera que hubo de convocarse en
1975, en París, una reunión con la idea de poner en común antisueros y muestras
para ordenar la complejidad que se había generado. De este simposio surgió un
panel de referencia para subtipos de HBsAg, otro de antisueros de subtipado y una
nomenclatura aún vigente. Se aceptaron ocho subtipos: aywl, ayw2, ayw3, ayw4,
ayr, adw2, adw4, adr. El determinante q no se especificaba, ya que había sido
encontrado en todos los subtipos excepto en adw4; sin embargo, posteriormente
se encontraron algunas cepas adr que carecían de él, quedando este subtipo
dividido en adrq+ y adrq- (30>. En la figura 4 quedan resumidos la lista de
subtipos a la que me he ceñido para la realización de este trabajo.
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Det. a Deta. dly Deta. w/r Subdet. w <a)
aywl (a ,yw) aywl
ayw2(a,1yw) ayw2ayw
ayw3 (ayw) ayw3
(a
8yw) ayw4
~yr
ay w4
ayr ayr
adw2 (a ~~dw) adw2
adw
adw4 <a .dw) adw4<q-)
adrq-
adr adr
adrq~
a, .ywl. ayw2. ayw3, ayw4, ay’, •dw2 son siampra q.
Figura 4.- betermlnantes y subtipos de HBsAg. En la presente memoria de tesis se
adscribIrán las aubeapecífícidades al determinante w. Se índica entre paréntesis
la equivalencIa al asignarlos al determinante a.
Det. q•
a
b
FIgura 5: Estructura del HBsAg. a: Proteína S. Cada
recuadro representa un aminoácido <P=prolina,
C=Cistelna, Rcarginina, JC*iisina, W=triptófano).
*=punto de glicosilación. b: Dimiera de HBsAg.
Las regiones petares de las a hélices se
resaltan con trama. Tomado de Stirk et al, 1992
<38).
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C.2 Base molecular de los subtipos de HBsAg
c.2.1 Estructura del HBsAa
El HBsAg se definió únicamente por sus propiedades antigénicas, siendo su
ubicación física progresivamente acotada a medida que se acumulaban
conocimientos sobre la composición y estructura del VHB. Inicialmente se
identificaba con las partículas de 22 nm y posteriormente con las proteínas víricas
de envuelta. Hoy día sabemos que reside en la proteína mayoritaria, aunque precisa
del entorno característico de la envuelta viral para su correcta expresión. La
secuencia de la proteína comprende 226 aminoácidos, oscilando su peso molecular
entre 25 y 30 KD según su grado de glicosilación.
La información acumulada durante la última década sobre las secuencias y
estructura antigénica del HBsAg, sobre la que nos centraremos en el siguiente
apartado, y, en menor medida, sobre aspectos bioquímicos y estructurales básicos
<31,32,33,34,35,36,37), ha permitido la elaboración de modelos topológicos. El
último de ellos, propuesto por Stirk y colaboradores <38>, se muestra en la figura
5 La proteína tendría cuatro segmentos hidrofóbicos trans-membrana con
estructura en a-hélice (8-28, 78-100, 160-184, 189-219> quedando dos regiones
hidrofílicas expuestas al exterior <100-160, 209-226>, aparte de los ocho
aminoácidos N terminales que enlazarían con el segmento pre-52 de las proteínas
mediana y grande, que contienen determinantes antigénicos particulares en sus
regiones exclusivas e insertan dos a-hélices en la membrana. La región hidrofílica
28-78 queda orientada hacia el interior de la membrana, al igual que la porción
184-189. La asparagina 146 parece ser la única posición glicosilada de las tres
posibles. Las hélices A, C, D, son anfipáticas en toda su longitud, presentando un
lado polar y otro hidrofóbico, mientras que la hélice 6 es hidrofóbica en toda su
superficie. Las hélices interaccionarían entre si mediante puentes disulfuro
intracatenarios, y con las de otra molécula mediante puentes similares formando
un dímero según la figura 5.b. Las hélices anfipáticas dispondrían su parte polar
formando un poro hidrofilico, e interaccionando tanto su parte apolar, como la
hélice B, con los lípidos de la bicapa. Las partículas de 22 nm están compuestas
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por un 75% de proteínas y un 25% de lípidos. El segmento polar interno poseería
suficiente longitud para interaccionar con las nucleocápsides estabilizando el virión.
Existe un modelo alternativo a éste (36>, con sólo dos regiones trans-
membrana. El conocimiento definitivo de la estructura del HBsAg requeriría estudios
de difracción de rayos X similares a los que sustentan modelos estructurales como
los de la neuraminidasa <39> y la hemaglutinina <40> del virus de la gripe.
c.2.2 Residuos implicados en los determinantes de subtipo
Los determinantes de subtipo de HBsAg se definieron mediante el uso de
antisueros, por tanto, deben localizarse en porciones de la secuencia expuestas al
reconocimiento por el sistema inmune, es decir, en los dominios polares orientados
hacia el exterior de la membrana virica. Los amplios conocimientos actualmente
disponibles sobre los residuos que, dentro de estos dominios, influyen en la
expresión de determinantes de subtipo, se basan en múltiples aproximaciones
metadológicas que conviene repasar antes de descender a los detalles de cada
determinante.
Aprox/maciones metodológicas.
La amplia información disponible sobre la localización de los diferentes
epítopos del HBsAg procede de la aplicación de una metodología muy diversa, que
ha permitido ir acotando los residuos implicados en cada uno de los determinantes.
* Comparación de secuencias. Desde que a finales de (os años 70 se dispuso de
la primera <41), el número de secuencias completas del gen de HBsAg
publicadas se ha ido incrementando rápidamente, hasta que se pudo comparar la
de los cuatro subtipos fundamentales (adw, adr, ayw, ayr) y establecer cuales son
los residuos asociados a la presencia de cada determinante <34,42,43,44,
45,46>. La caracterización antigénica de las cepas secuenciadas rara vez
incluía las subespecificidades, procediendo las muestras casi siempre de los países
de origen de (os autores (fundamentalmente Norteamérica, Europa y Japón), por
lo que era previsible que no incluyeran subtipos como adw4, aywl o ayw4, poco
frecuentes en dichas áreas geográficas. Recientemente H. Norder y colaboradores
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(47,48> han publicado trabajos de comparación de secuencias que incluyen
las de todos los subtipos conocidos. Varias posiciones atribuidas anteriormente a
determinantes principales (a, d. y, w, r), han sido desechadas al conocerse todos
los subtipos.
* Análisis antigénico de péptidos sintéticos. La caracterización inmunológica de
péptidos sintéticos que representan distintos fragmentos de una proteína permite
situar fisicamente sus epítopos antigénicos. La búsqueda de péptidos inmunógenos
adecuados para el diseño de una vacuna contra VHB ha impulsado
considerablemente estos trabajos durante la última década <49,50,51,
52,53,54,55,56,57,58,59,60,61). La antigenicidad del
péptido puede estudiarse directamente con anticuerpos monoclonales o antisueros,
o bien indirectamente obteniendo un antisuero y haciéndolo reaccionar con HBsAg
de distintas especificidades. El uso de péptidos solapantes que cubren toda la
extensión de la molécula permite estudiar la participación individual de cada residuo
aminoacídico (60>. También se han empleado para estos fines antígenos
recombinantes (62), aunque debido al mayor tamaño de éstos, su grado de
discriminación es mucho menor. El uso de péptidos sintéticos sólo permite localizar
epítopos lineales, ya que los conformacionales suelen ser discontinuos y afectan
a secuencias distantes en la estructura primaria, pero aproximadas en el espacio
al plegarse la cadena.
* Anticuerpos monoclonales. La especificidad de subtipo de un anticuerpo
monoclonal puede conocerse mediante el uso de paneles de referencia. La
realización de experimentos de competición entre monoclonales de la misma
especificidad de subtipo (61,63,64,65) ha permitido saber si dicho
determinante consta de un solo epitopo o de varios. El análisis de HBsAg con
paneles compuestos por numerosos anticuerpos monoclonales de distintos grupos
de cruce, permite afinar la discriminación antigénica más allá, incluso, de las
subespecificidades (64>. Los anticuerpos monoclanales se han usado también para
la caracterización de péptidos sintéticos en algunos de los trabajos antes citados.
Los ensayos con HBsAg nativo o desnaturalizado permiten saber si el determinante
reconocido por el AcM es lineal o conformacional <65).
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* Modificación química de residuos. Los residuos expuestos en la superficie de una
proteína, pueden ser modificados químicamente de forma específica, estudiando
así su efecto sobre la antigenicidad de la molécula. En el caso del HBsAg, estos
estudios arrancan de los años 70, donde se ensayó el efecto de la destrucción de
puentes disulfuro, encontrándose epítopos resistentes (lineales) y lábiles
(conformacionales> (66). Posteriormente se utilizaron reactivos lo
suficientemente específicos como para determinar el efecto de la modificación de
residuos individuales sobre los distintos determinantes de subtipo
(35,63,67,68).
* Mutagénesis dirigida. Ha permitido conocer la importancia antigénica de residuos
individuales con mayor exactitud que la modificación química de residuos. Se ha
utilizado tanto para obtener mutantes puntuales a partir de cepas de HBsAg
antigénicamente normales (68,69,70,71,72), como para revertir
mutaciones encontradas en la naturaleza <46), restaurando la expresión antigénica
y demostrando el papel del residuo considerado en el determinante alterado.
Determinante común.
Ya desde los primeros momentos de la investigación sobre el HBsAg, se
puso de manifiesto que el determinante a consta de múltiples epítopos, tanto
lineales como conformacionales. Los numerosos péptidos sintéticos donde se han
encontrado epítopos de este determinante abarcan desde las posiciones 110 a
158, siendo varios los grupos de cruce encontrados al trabajar con paneles de
anticuerpos monoclonales anti-a. La mayoría de los epítopos parecen depender de
la integridad estructural de la proteína, aunque no faltan los monoclonales cuya
fijación no se ve alterada por la desnaturalización del antígeno. La comparación de
secuencias no aporta nada, ya que se trata de secuencias comunes, aunque la
secuenciación de variantes defectivas en algunos de los epitopos está aportando
información importante, tal como veremos posteriormente. Al no poder ser
seleccionados posibles residuos específicos de a basándose en la comparación de
secuencias, se han visto dificultados los experimentos de modificación química y
mutagénesis dirigida, disponiéndose únicamente del de Ashton y colaboradores
<70), que muestra a las posiciones 124 (Cys), 142 (Pro> y 147 (Cys) como
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fundamentales. Estudios posteriores con péptidos solapantes y anticuerpos
monoclonales (60> lo corroboran, situando epitopos a lineales entre 117 y 126 y
conformacionales entre 124 y 137. La gran mayoría de los anticuerpos inducidos
por la infección natural van dirigidos contra el determinante común, razón por la
cual hay inmunidad cruzada entre subtipos (73>.
Determinantes d/y, w/r.
La comparación de las primeras secuencias publicadas de los cuatro subtipos
básicos (adw, ayw, adr, ayr>, permitió seleccionar residuos característicos de cada
pareja de determinantes. Sin embargo, el rango de variabilidad antigénica no se
cubría totalmente, al no tener en cuenta las subespecificidades, de tal manera que
sólo recientemente se han podido comparar las secuencias de los nueve subtipos
(47, 48>. El único residuo exclusivo para d/y es el 122 (Lys/Arg), así como el 160
para wlr <Lys/Arg). Algunas secuencias de subtipos diferentes, como aywl y
adw2, sólo difieren en una de estas posiciones. Se ha podido inducir el cambio ayr
-. ayw por mutagénesis dirigida en el aminoácido 160 (69>, mientras que el cambio
en 122 no fue suficiente, por contra, para producir un cambio de subtipo (68>,
aunque si lo fue al ser acompañado de variaciones en las posiciones 113 y 134
(71). Por otra parte, se ha encontrado expresado el determinante d en el péptido
sintético 138-149 (51>, que no incluye la posición 122. Sin embargo, en pacientes
doblemente infectados por ad y ay, fas secuencias de ambos sólo se diferenciaban
en la posición 122, sugiriendo que una había surgido por una mutación puntual en
esta posición de la otra cepa <74,75>. La modificación química de este residuo
(63,68>, o su sustitución por un aminoácido distinto de Usina o arginina <46>, lleva
aparejada la pérdida de la expresión antigénica del determinante.
Aunque estos residuos son imprescindibles para la expresión de un
determinante u otro dentro de cada pareja mutuamente excluyente, la expresión del
subtipo también depende de otros. Las mutaciones en posiciones conservadas
como 124, 142, 144, 145 o 147 (46, 70 >, muestran que la integridad del
determinante a es imprescindible para la expresión del subtipo. Se ha encontrado
especificidad de subtipo en varios péptidos sintéticos: 110-137 (55>, 122-137
(54>, 138-149 <51>.
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Subespecificidades.
Tan solo disponemos de los recientes datos de comparación de secuencias
de la ura 0.4 <47,48>. El aminoácido 127 resulta clave, siendo siempre prolina en
wl y w2, treonina en w3 y leucina en w4. El subdeterminante wl sólo ha sido
encontrado en combinación con y, por lo que podría necesitar de la arginina en
122, aunque también pueden apreciarse diversos cambios entre ‘¡vi y w2 en los
residuos 134, 143, 159, 161 y 168.
Determinante q.
La comparación de las secuencias de subtipos q + y q- no arroja resultados
concluyentes acerca de la ubicación de este determinante <48>.
Epftopos reconocidos por la inmunidad ce/alan
Los linfocitos T se activan al reconocer las proteínas viricas procesadas por
las células presentadoras, y expuestas en su superficie junto con moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad. Por tanto, las regiones reconocidas no
han de estar necesariamente en una porción expuesta del HBsAg, a diferencia de
las implicadas en la respuesta humoral. Las aproximaciones metodológicas que
implican reactivos serológicos no son de aplicación en este caso. La información
proveniente de estudios “in vitro” de respuesta celular a péptidos sintéticos (76>,
ubica los determinantes de HBsAg reconocidos por la inmunidad celular en el
fragmento 4-33, correspondiente, que corresponde a la primera a hélice intra-
membrana.
Epitopos de la región pre-S.
Las secuencias proteicas codificadas por pre-S parecen ser muy
inmunógenas, de tal forma que se ha indicado la conveniencia de su inclusión en
futuras vacunas. La secuencia 120-145 (57, 60, 77> parece contener varios
determinantes de pre-52, mientras que los residuos 26-36 (60, 72, 77>, 72-78 (72)
y 92-107 (77) contienen los de pre-Sí. La secuencia 148-174 de pre-52 es
reconocida por la inmunidad celular (58>. Mediante anticuerpos monoclonales frente
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a estas regiones se han podido distinguir todos los subtipos de VHS, excepto ayw2
de ayw3, mostrando que estas proteínas contienen epítopos de subtipo <59>. La
respuesta celular a pre-52 también parece influida por el subtipo <58>.
0.3 Métodos de subtlpado de HBsAg
C.3.1 Métodos antipénicos
Los subtipos de HBsAg fueron descritos mediante técnicas de
inmunodifusión usando antisueros políclonales (23,25) que fueron puestos en
común en el simposio de París <27), donde se estableció un panel de referencia de
HBsAg que se ha venido empleando hasta la actualidad en la evaluación de
reactivos y técnicas de subtipado. El subtipado con antisueros policlonales fue
mejorando con la incorporación paulatina de técnicas más sensibles como la
contrainmunoelectroforesis (78> inhibición de la hemaglutinación (79>,
radioinmunoanálisis (RIA)(80, 81) y enzimoinmunoanálisis <EIAH71 1.
Los anticuerpos monoclonales fueron desplazando a los antisueros
policlonales durante los años ochenta, lográndose técnicas de EIA y RíA sencillas
y de alta sensibilidad, aunque incapaces de discriminar todas las subespecificidades
(63,64,82,83>, estando disponible incluso un equipo comercial (HBsAg
subtype EIA, Institute of lmmunology, Tokyo>. Más recientemente, se han descrito
baterías de monoclonales casi capaces de distinguir subespecificidades (84>. Los
determinantes de subtipo fueron definidos mediante antisueros policlonales, por lo
que pueden contener diversas especificidades reconocibles por distintos
anticuerpos monoclonales. Antes aludíamos a la existencia de diversos grupos de
cruce de monoclonales en el determinante a, y, al menos, dos en el determinante
y. Distintos anticuerpos monoclonales pueden ser, pues, específicos del mismo
determinante de subtipo pero reconocer epítopos diferentes. De hecho, se han
descrita, aunque ocasionalmente, resultados discrepantes entre varios anticuerpos
monoclonales o entre antisueros policlonales y anticuerpos monoclonales de la
misma especificidad de subtipo (68, 71>. Hasta la fecha no se ha realizado una
puesta en común de reactivos monoclonales semejante a la que se hizo con
antisueros policlonales durante el simposio de París (27>.
28
2
Introducción
C.3.2 Métodos penómicos
El conocimiento de las posiciones del genoma ‘¡frico características de cada
determinante de subtipo ha permitido diseñar métodos selectivos de amplificación
genómica por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (85,86,87,88).
La selectividad se basa, en todos ellos, en el uso de iniciadores específicos para
cada determinante de subtipo, que presentan desapareamientos en el extremo 3’
al hibridar con secuencias que codifican para determinantes diferentes. Ninguno de
ellos es capaz de discriminar los nueve subtipos. La región de proteínas de envuelta
del genoma de VHB contiene sitios de corte para algunas enzimas de restricción,
que son característicos de cada subtipo y, sin embargo, el análisis de fragmentos
de restricción de productos de PCR que contienen estos sitios de corte, ha
demostrado una pobre correlación con el subtipado tradicional (89>.
El estudio de la secuencia del genoma, sin embargo, si que permite conocer
el subtipo, fijándonos en las posiciones clave a las que aludíamos en apartados
anteriores. La variación en otras posiciones permite discriminar cepas más allá del
subtipo (90). La correlación con las subespecificidades no está aún
suficientemente bien establecida.
C.4 Clasificación genotipica del VHB. Filogenia.
Hemos visto que el salto antigénico de un subtipo a otro puede producirse
por una simple mutación puntual, pero que, al mismo tiempo, existen numerosas
posiciones dentro del genoma de VHB que varian sin afectar a la expresión de los
determinantes antigénicos. Los subtipos de HBsAg, pues, no tienen porqué reflejar
la variabilidad genética del VHB. Okamoto y colaboradores (45) clasificaron 18
secuencias de VHB en cuatro grupos (A, B, C, D>, de homología que correlacionan
solo parcialmente con los cuatro subtipos fundamentales. Así, las cepas adw se
dispersan en los grupos A (cepas norteamericanas> y 6 (cepas orientales),
compartiendo el grupo C junto con adr y ayr. El subtipo ayw resulta más
homogéneo, quedando encuadradas todas las cepas en el grupo D,
independientemente de su procedencia. Al considerar las subespecificidades,
incluyendo secuencias de los nueve subtipos, Norder y colaboradores (47>
ampliaron la clasificación en dos nuevos grupos (E, F> (figura 6), basándose
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Figura 6: I,tol filogenético de los subtipos de HBsAg.
En letras mayúsculas se indica el grupo genotfpfco según Los
criterios de Los autores. Tomado de Norder et al., 1992 (47).
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únicamente en la secuencia del gen del HBsAg.
Según esta información, se han podido establecer árboles filogenéticos de
los distintos grupos de VHB (47>, e, incluso, de las distintas especies de
hepadnavirus (91). Admitiendo una tasa de mutación de 4.57 iO~ cambios por
posición y por año, se estima en 30.000 años el tiempo de divergencia entre el
DHBV y los demás hepadnavirus, y en 10.000 entre WHBV/GHBV y VHB,
comenzando hace tan solo 3000 años a diverger los distintos grupos de VHB <91).
C.5 Subtipos de HBsAg como marcadores epídemiológicos
C.5.1 Distribución geográfica
Son muchos los trabajos locales sobre distribución de subtipos de VHB, por
lo que solo citaremos aquellos más globalizadores <27,92,93). Conviene
destacar el de Couroucé y colaboradores (94> por ser el más completo y el único
que no se limita a los cuatro subtipos fundamentales, considerando las
subespecificidades.
En la figura 7 se recogen los datos de distribución de los cuatro subtipos
fundamentales. Como podemos observar, el determinante r es exclusivo de
Extremo Oriente y Polinesia, siendo el subtipo ayr muy infrecuente. La distribución
de adw4 resulta llamativa, restringiéndose a Polinesia y a Sudamérica,
especialmente a Argentina y a ciertos pueblos de la Amazonia. El subtipo adw2
está extendido por la mayor parte del mundo, siendo el prevalente en el norte y
centro de Europa, América y el este de Africa. El subtipo aywl sólo alcanza
prevalencias significativas en el Sureste asiático, teniendo una mínima frecuencia
en Africa y América del Sur. Los subtipos ayw2 y ayw3 tienen también una
distribución amplia, coexistiendo como subtipos mayoritarios en el Mediterráneo
y en Próximo Oriente. El subtipo ayvv4 es exclusivo de Africa Occidental, donde,
junto con ayw2 es el mayoritario, apareciendo en pequeña proporción en
Sudamérica y las Antillas. Esta compleja distribución no sólo responde a la
divergencia de la especie por deriva genética, sino que se ve fuertemente
influenciada por los movimientos de población acaecidos a lo largo de la historia.
Sirvan de ejemplo la presencia de ayw4 en América, a causa del tráfico de esclavos
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africanos, o la presencia residual de subtipos alóctonos en Europa y América, a
causa de la fuerte inmigración. Las áreas seleccionadas para este tipo de estudios
suelen ser países. Sin embargo, aunque toda la población de un país suele
compartir peculiaridades sociales e históricas, los limites políticos resultan
artificiales en cuanto a la homogeneidad de la población. De esta manera, se han
descrito diversos casos de variaciones en la distribución de subtipos entre regiones
distintas de un mismo país (95,96,97), especialmente si alberga diversas
etnias (98).
C.5.2 Distribución en distintas poblaciones de riesgo
En una determinada área geográfica coexisten poblaciones que, en base a
sus distintintas formas de vida, pueden mantener escaso contacto, favoreciéndose
una particular circulación del virus para cada una de ellas. En nuestro caso, este
fenómeno se traduciría en una distribución de subtipos diferente para cada
población. Así, las comunidades de inmigrantes conservan los subtipos propios de
sus países de origen, difiriendo de la distribución en la población general autóctona
del área de estudio (84,94,99,100>. Los adictos a drogas de administración
parenteral se comportan como una población aislada, caracterizada, en zonas
donde el subtipo adw es mayoritario como Europa y América del Norte, por una
elevada prevalencia del subtipo ayw <101,102,103,104,105,
106), más concretamente ayw3, <94>. Sin embargo, otros grupos de riesgo, como
varones homosexuales o prostitutas, no presentan una distribución diferente a la
de la población general <84>.
La distribución de subtipos refleja de forma clara el aislamiento de ciertas
comunidades cerradas, como las cárceles, donde el intercambio de virus con la
comunidad es muy pequeño (84>.
Los subtipos de VHB han sido también empleados para estudios de
transmisión intrafamiliar (27,107,108,109>, encontrándose, en la
mayoría de los casos, todos los miembros infectados por el mismo subtipo. Asi
mismo, han resultado de gran utilidad para el estudio de brotes de hepatitis 6,
corno los producidos en unidades de hemodiálisis (107>, permitiendo dilucidarsi la
fuente de infección fue única o múltiple.
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C.6 Implicaciones de los subtipos de VHB en patología.
Desde el momento en que se pudieron distinguir distintos subtipos de VHB,
se buscaron posibles asociaciones con estados patológicos o marcadores de
replicación del virus, de forma que el subtipado permitiera establecer un pronóstico
sobre la evolución del paciente.
Algunos autores encontraron el subtipo ad con más frecuencia que ay en
pacientes persistentemente infectados, mientras que en casos de hepatitis agudas
ocurría lo contrario, sugiriendo que las infecciones agudas por ad tendrían menor
expresión clínica pero persistirían con mayor frecuencia (104,106,110>, aunque
asociadas a síntomas hepáticos más leves que las infecciones crónicas por ay
(104). Algunos estudios que comparaban la distribucion de subtipos en donantes
de sangre yen pacientes con hepatitis B postranstusional, mostraron que el subtipo
ay es más frecuente en los últimos, sugiriendo que presenta una mayor
infecciosidad que ad (106>. Sin embargo, fueron varios los trabajos que, al estudiar
series temporales de pacientes con hepatitis 6 aguda durante los años 70,
encontraron un aumento progresivo de las infecciones por subtipo ay asociado al
aumento del consumo de drogas de administración parenteral (105,111,112).
Los pacientes con hepatitis crónica habían sido infectados años atrás,
mayoritariamente por ad, mientras que la mayor prevalencia de ay en pacientes con
hepatitis aguda reflejaba únicamente la reciente introducción de este subtipo.
Posterioresestudios sobre muestras de pacientes infectados experimentalmente por
ambos subtipos (113> afianzaron la idea mayoritariamente aceptada de la falta
de relevancia del subtipo en la patología producida por la infección (109, 113,
114). Sin embargo, se ha encontrado una presencia significativamente más alta
del subtipo ay en portadores crónicos HBeAg positivos, mientras que ad parece
predominar en los anti-HBe positivos <115). Recientemente (116), se ha
descrito una mayor prevalencia de HBeAg, así como mayores títulos de HBsAg en
los portadores infectados por adr en comparación con adw, sugiriendo que este
subtipo causa infecciones más tendentes a inducir replicación viral persistente.
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D> VARIABILIDAD DEL VHB. VARIANTES ANOMALAS
Consideraremos como tales a aquellas que producen infecciones con unas
pautas de patogenicidad o epidemiología infrecuentes, o que causan resultados
atípicos en los métodos de diagnóstico de la infección. En algunos casos acaban
detectándose con suficiente frecuencia como para considerarlas finalmente dentro
de la variabilidad “normal” del virus. Antes de pasar a ocuparme de ellas, conviene
citar algunas revisiones, necesariamente recientes, que recogen la información
disponible en estos momentos (117, 118, 119).
d.1 Variantes en HBsAg
d.1 .a Coexistencia de determinantes de subtipo mutuamente excluventes
La existencia de sueros de pacientes portadores de HBsAg reactivos
simultáneamente para los determinantes d e y (subtipos adyw, adyr) o para los
determinantes w y r <subtipos adwr, aywr>, e incluso para los cuatro (adywr), fue
puesta de manifiesto desde los primeros estudios de distribución de subtipos (110,
113, 120, 121, 122). Su frecuencia oscila, según los autores, entre
un 0.6% y un 1.5%, al usar ensayos de subtipado con fase de captura de
antisueros policlonales o anticuerpos monoclonales específicos frente a
determinante común. En este tipo de ensayo, si estuviera presente una mínima
cantidad de partículas de una especificidad en coexistencia con un exceso de otras
portando el determinante contrario, no serian detectadas, al competir
desfavorablemente por el reactivo de captura. Sin embargo, Kanagawa y
colaboradores <116) ensayaron muestras previamente subtipadas como adw o adr
por este tipo de métodos, en un enzimoinmunoanálisis de captura con un
monoclonal de especificidad w, y un conjugado de especificidad r, encontrando
reactividad, y por ende demostrando coexistencia de determinantes w/r, en un
10% de ellas.
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Al separar los diferentes tipos de partículas coexistentes en el suero de estos
pacientes mediante cromatografía de afinidad (75, 123> se encontraron tanto
unas con especificidad múltiple, como otras que expresaban un subtipo normal. En
dos pacientes adyvvr <75> se pudieron observar patrones tan complejos como 2%
de adywr, 10% adyr, 1% adwr, 64% ayr, 5% adw, 18% adr en un caso, o 11%
adywr, 1% adwr, 6% ayw, 82% adr en el otro.
Al expresar por separado genomas de VHB procedentes de las fracciones
antigénicamente mixtas, se obtuvieron siempre partículas de un solo subtipo
normal <44,75>, indicando que las partículas mixtas se generan por mezcla
fenotípica al concurrir en el mismo hepatocito dos cepas de distinto subtipo, sin
que se produzca recombinación entre ellas de forma que se genere una variante
que codifique para ambos determinantes excluyentes (mezcla genotípica>. No se
puede, pues, hablar de variantes ‘¡incas con coexistencia de determinantes
excluyentes. Sin embargo, estos “subtipos mixtos” si que han podido ser
generados in vitro por mutagénesis dirigida (71>.
Un individuo puede llegar a estar infectado por dos cepas distintas a través
de dos mecanismos distintos:
Infección doble o sucesiva. Se ha podido comprobar en individuos infectados
experimentalmente por una mezcla de sueros adw y ayw (113), subtipándose
algunos de los sueros como adyw. Este mecanismo es fácilmente aplicable a los
casos de pacientes con riesgo elevado de sufrir numerosas reinfecciones por VHS
como internos en clínicas de deficientes mentales (120) o politrasfundidos <110),
pero no a poblaciones como los donantes de sangre (122).
Salto antigénico por mutación en residuos clave para la expresión de
determinantes de subtipo. Hemos visto en apartados anteriores como puede
producirse un cambio de subtipo mediante una simple mutación puntual en el
aminoácido 122 (d/y> o 160 (wlr> del gen del HBsAg. En algunos casos de
coexistencia de determinantes de subtipo generados por mezcla de dos subtipos
simples, se ha podido comprobar que los genomas de éstas solo diferían en unos
pocas posiciones (44, 74>, pudiéndose haber generado una a partir de la otra. En
otros casos, la divergencia entre ambas es excesivamente alta, apoyando el
mecanismo anterior <74>. La presencia de este tipo de mezclas, ha sido asociada
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a marcadores de alta replicación viral <116).
d.1 .2 Variantes defectivas en determinantes de subtipo
Los pocos casos detectados de ausencia de reactividad para ambos
miembros de una pareja de determinantes de subtipo mutuamente excluyentes, aun
en presencia de determinante común, se achacó a la escasa sensibilidad de los
primeros ensayos de subtipado. Sin embargo, estas variantes han sido detectadas
más recientemente mediante enzimoinmunoensayos con anticuerpos monoclonales
(122), aunque con una prevalencia muy baja <0.08%>, en un grupo de más de
5000 donantes de sangre portadores de HBsAg.
El genoma viral presente en algunos de estos casos fue posteriormente
caracterizado <46>. En una variante sin expresión de determinante w/r (ad->, se
encontró la mutación Lys -. Asn en el aminoácido 160, el cual, como sabemos, es
clave para la expresión dei determinante w/r, siendo siempre Lys en subtipos con
determinante w y Arg en r. Al revertir el mutante a Lys, se obtuvo un subtipo adw.
En dos variantes con ausencia de expresión dly (a-r>, el aminoácido 122,
clave para este determinante, resultó ser Lys, como en cualquier subtipo que
exhiba el determinante d. Sin embargo, una de ellas presentaba una mutación en
el aminoácido 145 (Gly -. Ala>, y otra en el 144 (Asp -. Glu>. Cuando ambas fueron
revertidas se expresaba determinante d. Como veíamos en apartados anteriores,
los residuos 144 y 145 están directamente implicados en epítopos del
determinante a, pero no de d/y. Sin embargo, si que podría afectar a la estructura
espacial de la molécula, de forma que no fuera adecuada para la expresión de los
determinantes de subtipo.
Una de estas variantes ha sido encontrada en un caso de desarrollo de
antigenemia en un paciente con títulos protectores de anti-HBs de especificidad ay
(124>. Sin embargo, en este caso no se ha caracterizado la mutación
responsable.
d.1 .3 Variantes defectivas en determinante común
Consideraremos en este apartado aquellas variantes víricas que únicamente
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presentan alteraciones en su reactividad con reactivos específicos para el
determinante a, escapando a la protección de los anticuerpos inducidos por la
infección natural o la vacuna y siendo capaces de inducir la aparición de
marcadores serológicos de infección en pacientes considerados como inmunes.
La primera de ellas se descubrió en neonatos que hablan sido sometidos a
inmunoprofilaxis activa y pasiva por haber nacido de madres portadoras,
desarrollando, sin embargo, una hepatitis aguda (125>. El virus responsable no
era reconocido por algunos anticuerpos monoclonales de especificidad a, y
presentaba la mutación Gly -. Arg en la posición 145 (126). Se han descrito
casos similares en Singapur <117>, Inglaterra (127> y Japón (128). En uno
de los casos de Japón, la mutación responsable no se localizaba en 145, sino en
126 (Thr o líe -~ Asn>. La mutación en 145 se ha encontrado también en dos
pacientes trasplantados de hígado que desarrollaron antigenemia mientras eran
sometidos a profilaxis con un anticuerpo monoclonal especifico frente a
determinante común <129). En uno de los casos, la mutación en 145 era
acompañada de cambios en otros aminoácidos, como el 129 o el 131. En otro
caso, coexistía con cepas mutadas en 124. Un tercer paciente del mismo estudio
presentaba otra variante diferente con mutaciones en 137 <Cys -. Tyr) y en 141
(Lys -. líe), en lugar de en 145. En un individuo con coexistencia de HBsAg y anti-
HBs se ha descrito otra variante con mutaciones en 126 (Thr o Ile -. Ser) y en 133
<Met -. Thr) (130>.
En la figura 8 se representa la posición de las mutaciones encontradas,
presentes en ambos bucles del dominio hidrofílico externo del HBsAg. El
denominador común a todas estas variantes es haber sido seleccionadas,
aparentemente, por presión inmunológica.
El efecto antigénico de fa mutación en 145 ha sido estudiado en mutantes
experimentales, encontrándose que no solo suprime la reactividad con anti-HBs
procedente de individuos vacunados o convalecientes de una infección natural por
una cepa normal, sino que también reduce considerablemente el titulo de
anticuerpos obtenido por inmunización de ratones. La reactividad frente a
anticuerpos monoclonales dirigidos frente a epítopos presentes en la secuencia
139-147 se vio totalmente abolida <131).
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determinante común
O determinante d/y de subtipo
uno u otro según el articulo
Los residuos marcados con O corresponden a ciateinas, indicándose los puentes disuifuro
responsables de la formación de bucles antigónitos. Los números IndIcan la posición
dentro de la secuáncia del HBsAg.
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Figura 8.— situación de las mutaciones descritas en variantes defectivas en:
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d.1 .4 Hepatitis 6 en ausencia de HBsAo
La detección de ADN de VHB por hibridación en suero e hígado de pacientes
con ausencia de marcadores de infección por el Virus de la Hepatitis 6 ha sido
puesta de manifiesto en casos de individuos con afectación hepática no atribuible
a otros agentes. La introducción de la reacción en cadena de la polimerasa ha
incrementado el número de casos descritos permitiendo, además, la secuenciación
del genoma detectado. Se han encontrado diversas mutaciones puntuales que
afectan a casi todos los genes, pero que no explican por si mismas el fenómeno en
ninguno de los casos. En el momento actual, no cabe, pués, hablar de variantes
víricas en estos casos. Sin embargo, algunos de los casos con otros marcadores
de infección presentes podrían ser debidos a variantes defectivas en determinante
común, indetectables con los equipos de diagnóstico comerciales (118). Para una
completa información sobre el tema, aparte de las revisiones citadas al principio del
apartado D, citaremos la de Bréchot y colaboradores <20).
d.2 Variantes en otros componentes
d.2.1 Variantes en ore-S
El virus de la hepatitis Bes capaz de infectar persistentemente a un paciente
durante años, de tal manera que se pueden generar mutaciones, seleccionándose
aquellas que favorezcan los mecanismos de persistencia. En algunos pacientes con
hepatitis crónica, e incluso carcinoma hepático, se han detectado variantes con
delecciones en la región pre-S <132,133,134,135>. Algunas de
ellas afectan al codon de iniciación de pre-52, aboliendo la expresión de sus
productos y demostrando que no son imprescindibles para la replicación viral. Otras
suprimen fragmentos que contienen los epitopos principales de pre-Sí y/o pre-52,
conservando, sin embargo, aquellas regiones de la molécula necesarias para la
replicación viral, como el sitio de unión a receptor celular de pre-Sí. Estos
mutantes carentes de las regiones de reconocimiento por el sistema inmune podrían
ser seleccionados frente a las cepas salvajes, susceptibles a la presión
inmunológica, favoreciendo la persistencia del virus. Sin embargo ha de avanzarse
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más en la verificación de la capacidad replicativa de estas variantes.
d.2.2 Variantes en ore-core y core
.
Las cepas incapaces de producir HBeAg debido a mutaciones en la región
pre-core, que generan un codon de terminación prematuro, fueron mencionadas al
hablar de la patogenia del VHB. Han sido encontradas con una frecuencia muy alta
en pacientes crónicamente infectados en todo el mundo, aunque en algunas zonas
geográficas como los paises mediterráneos y Extremo Oriente parecen
especialmente frecuentes. Los pacientes positivos para anti-HBe con síntomas
hepáticos crónicos parecen portar dichas variables, que se generan a partir de
cepas salvajes con capacidad de producir HBeAg, seleccionándose por su
capacidad de escape a la respuesta celular dirigida frente al HBeAg. En el momento
de emerger, se produce la seroconversión a anti-HBe, que suele ir acompañada de
una exacerbación de los síntomas hepáticos que puede ser transitoria o persistente.
En cualquier caso, la presencia de estas cepas defectivas en la producción de
l-fBeAg parece ser un hecho frecuente en el transcurso de las infecciones crónicas.
Se han encontrado también mutaciones en las secuencias de la proteína de
nucleocápside cuyo significado patogénico es incierto.
La importancia de estos temas ha generado una gran cantidad de trabajos
publicados en la prensa científica, cuya relación exhaustiva no es objeto de esta
memoria de tesis doctoral, razón por la cual remitiremos al lector a las revisiones
sobre variantes de VHB mencionadas al principio de este apartado.
d.2.3 Variantes en X
Se han encontrado cepas con delecciones que afectan al gen X y al
potenciador vírico, en pacientes con infecciones atípicas, por ausencia de los
marcadores diagnósticos habituales, pero con presencia de niveles bajos de ADN
viral detectables por PCR (136>. Otros autores han encontrado variantes
similares en casos con marcadores serológicos convencionales (137). El HBxAg
es una proteína con capacidad trans-activadora, por lo que la presencia de estas
proteínas truncadas podría tener algún papel en la oncogénesis del carcinoma
hepatocelular.
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d.3 Virus de la Hepatitis 8 tipo 2 <VHB2).
En 1987, Coursaget y colaboradores (138) propusieron la existencia de
una nueva variante del VHB, al observar, durante el seguimiento de pacientes
senegaleses que habían sido previamente inmunizados con éxito, la aparición de
reactividad transitoria y a bajo nivel para HBsAg en ausencia de anti-HBc y HBeAg
o anti-HBe. Se sugería la existencia de un virus relacionado con VHS que cruzaba
en los ensayos de detección de antígeno. Como la vacuna frente a VHB no protegía
frente a la infección por este hipotético agente, le consideraron, de forma un tanto
aventurada, como un nuevo tipo del Virus de la Hepatitis 8. Este mismo fenómeno
ha sido descrito en Estados Unidos (139>, Taiwan (140), Senegal<141),
Bélgica (142), Italia (143>, Francia <144) y España (145,146).
Algunos autores han expresado sus dudas sobre la especificidad de la reactividad;
sin embargo, ésta es neutralizable tanto con anti-HBs policlonal de varias especies
(138,145,146), como por anticuerpos monoclonales frente a determinante común
y a determinantes de subtipo (146). Además, no sólo se han visualizado por
microscopia electrónica partículas de 22 nm indistinguibles del HBsAg (1381, sino
que se puede detectar genoma de VH6 por hibridación molecular en un 27-58% de
los casos <144, 146>, siempre que se usen sondas de la región de proteínas de
envuelta. Los experimentos de transmisión a chimpancés, producen, igualmente,
antigenemias transitorias en ausencia de cualquier otro marcador serológico,
incluso en animales previamente inmunizados frente a VHB, bien por vacuna, bien
por infección experimental (147). Estos patrones atipicos de reactividad han
sido encontrados preferentemente en individuos asintomáticos con ligeras
elevaciones de transaminasas, aunque también se ha asociado a casos de hepatitis
aguda (146>. Su correlación con alteraciones hepáticas crónicas no ha podido ser
adecuadamente establecida. Algunos datos previos sugieren la posible transmisión
oral del agente (144,146>.
Existen dos tipos de hipótesis para interpretar estos hallazgos. Unas se
basan en la existencia de una variante de VHS ó un virus relacionado, que
estaríamos detectando como consecuencia de una reacción cruzada con el HBsAg.
Las otras abogan por factores propios del huésped como causa de estas
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reactividades tras la infección por VHS. Se han podido amplificar secuencias de
ADN mediante iniciadores específicos de la región de nucleocápside (148) y de
envuelta (149), obteniendo secuencias indistinguibles de las de VI-iB, excepto
una mutación puntual en al aminoácido 213 deI HBsAg, cuya importancia es
previsiblemente escasa, ya que esta posición está lejos de las regiones que
contienen los epítopos principales de la molécula. En sucesivos apartados de esta
memoria de tesis, y al objeto de agilizar la exposición, me referiré a los casos que
presenten estas características como casos de VHB2, sin que con ello pretenda
defenderse la existencia de un tipo nuevo del Virus de la Hepatitis B.
d.4 Importancia sanitaria de las variantes de VI-IB.
d.4.1 Implicaciones en el diagnóstico. Patrones atíqicos de marcadores de
infección por VHB
.
En el apartado anterior, hemos hecho mención de los patrones atípicos que
pueden ser generados por las distintas variantes. No obstante, éstos son también
originados por otras causas que conviene conocer, para hacernos una idea de la
verdadera magnitud de los problemas diagnósticos generados por la variabilidad del
virus.
Reactividad aislada para l-lBsAg. Puede ser debida a dos causas diferentes:
* Momentos tempranos de la orimoinfección. Para cuando aparecen los
síntomas de la enfermedad, suelen estar presentes anticuerpos lgM anti-HBc y
HBeAg, siendo muy inusual disponer de muestra del paciente en momentos previos
a la manifestación de los síntomas. En cualquier caso, en las sucesivas muestras
de seguimiento aparecerán dichos marcadores.
* VHB2. Mucho más frecuente que la situación anterior, de la que se
distingue por el carácter transitorio de la antigenemia y por la ausencia de otros
marcadores de infección en muestras de seguimiento.
Presencia de HBsAg y HBeAg en ausencia de anticuerpos anti-HBc. ~ta
situación se ha descrito tanto en infecciones congénitas (150), como en
pacientes inmunodeprimidos <151). La reactividad para ambos antígenos es
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elevada y persistente, encontrándose en todos los casos niveles altos de ADN viral.
No se han encontrado variantes viricas asociadas a estas infecciones, obedeciendo
su causa a una inmunotolerancia extrema y selectiva del huésped
<152,153> a los antígenos del VHB. Pese a la presencia masiva del virus,
los pacientes permanecen asintomáticos. Sin embargo, si se llegase a producir
respuesta, podría producirse un episodio de hepatitis fulminante por hiperagresión
inmune. Debo resaltar que se trata de un fenómeno totalmente diferente a los
casos de VHB2, con los que se ha confundido en ocasiones.
Al igual que en caso anterior, este patrón puede observarse en los primeros
momentos de la primoinfección, en cuyo caso detectaremos respuesta inmune
frente a proteínas de nucleocápside en sucesivas muestras.
Presencia simultánea de HBsAg yanti-HBs. Este patrón se presenta con una
frecuencia variable según las poblaciones estudiadas y la metodología empleada
<154). Se trata de un fenómeno complejo en que podemos distinguir diversas
situaciones para las que se han propuesto hipótesis particulares (154, 155).
* Reactividad transitoria para HBsAo. Apuntamos dos posibles explicaciones.
- Muestra recogida en el momento de la seroconversión tras la
primoinfección. Deberíamos detectar anticuerpos anti-HBc de clase lgM.
- Casos de VHB2 en pacientes previamente inmunizados contra el
VHB, bien por infección natural (anti-HBc positivos), bien por efecto de la vacuna
(anti-HBc negativos>. Los anticuerpos lgM anti-HBc estarían ausentes.
* Reactividad transitoria para anti—HBs. Observable tras la reactivación de
infección latente, posibilidad ya apuntada al hablar de la patogenia de la infección.
* Reactividad persistente para ambos marcadores. cuya especificidad de
subtipo es la misma. Es decir, el anti-HBs va dirigido frente al mismo HBsAg
presente en la muestra, estando presentes inmunocomplejos HBsAg/anti-HBs.
* Reactividad persistente para ambos marcadores. cuya especificidad de
subtipo es diferente. Ha sido descrito en numerosas ocasiones <156,157,
158,159,160,161,162). Se deberían a una infección doble en
circunstancias excepcionales, ya que habitualmente existe inmunidad cruzada entre
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subtipos:
- Infección congénita por un subtipo de VHS <ej. adw>, que cronifica
e induce inmunotolerancia al mismo. Si hay una infección posterior por otro subtipo
<ayw), el paciente responderá con anticuerpos específicos para los epítopos
característicos de éste <y), frente a los que no existe inmunotolerancia. Tabor y
colaboradores (163> fueron capaces de inducir anticuerpos anti-y en un
chimpancé portador de HBsAg ad, mediante la infección experimental con HBsAg
ay. Sin embargo, se conocen casos en pacientes inmunocompetentes que sufrieron
la primera infección siendo adultos.
- Infección por una variante defectiva en determinante común en un
paciente previamente inmunizado frente a VHB, tal como describimos en el
apartado correspondiente a dichas variantes.
* Reactividad persistente para ambos marcadores. siendo una de ellas
inesoecífica. Es difícil de imaginar si las especificidades se subtipan. Sin embargo,
algunos autores han encontrado anti-HBs monoespecificos producto de una
reacción cruzada con sustancias desconocidas (164>, por lo que no se puede
descartar, en el plano teórico, esta posibilidad.
Reactividad aislada para anti-HBs en individuos sin antecedentes de
vacunación. Este patrón ha sido descrito en el hombre <165,166,167>
y en primates (168), que fueron susceptibles a la infección por VHB a pesar de
la presencia de anti-HBs. La reactividad parece debida a una lgM inespecifica,
dirigida probablemente contra alguna sustancia que comparte epitopos con el
HBsAg (166,168>. Por otra parte, estas reactividades han sido encontradas en
animales no susceptibles de infectarse por VHS (169). Milíman y colaboradores
identificaron en sueros de varias de estas especies ciertas glicoproteinas con
afinidad por HBsAg, que generaban resultados positivos falsos en las técnicas de
detección de anti-HBs (170>.
Reactividad aislada para anti-HBc. No se trata de un patrón serológico
inusual, especialmente en poblaciones de alto riesgo, estando presente en,
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aproximadamente, un 20% de los adictos a drogas de administración parenteral y
un 17% de los varones homosexuales (171>. La mayoría de los pacientes que
presenta anti-HBc aislado no parecen estar infectados por el virus, tratándose,
probablemente, de individuos que superaron la infección y respondieron de forma
incompleta, o que, con el transcurrir del tiempo, han perdida los anticuerpos frente
a proteínas de envuelta (172). Sin embargo, y tal como resaltábamos en
apartados anteriores, existen cepas de HBsAg no detectables en algunos ensayos
comerciales que podrían generar patrones de anti-HBc aislado. Por otra parte,
diversos autores han sido capaces de amplificar genoma de VHB en algunos de
estos pacientes, especialmente si presentaban hepatitis crónica <173). Además,
un porcentaje de estas reactividades podrían ser inespecíficas <174>.
d.4.2 Evasión a la resouesta inmune
.
En apartados anteriores, indicábamos cómo las variantes defectivas en
determinante común y el VHB2 eran capaces de infectar a individuos con
inmunidad frente al VHB conferida, bien de forma activa tras la infección natural
o la vacunación, bien de forma pasiva mediante la administración de
gammaglobulina específica o anticuerpos monoclonales. Actualmente se plantea
en diversos países la inclusión de la vacuna frente al VHB dentro del calendario
general de vacunaciones, a fin de extender la inmunización a toda la población. La
eficacia de dichas campañas de vacunación podría verse afectada si se
seleccionasen estas variantes resistentes a vacuna desplazando a las cepas
salvajes sensibles.
d.4.3 Implicaciones patológicas
El Virus de la Hepatitis B es capaz de infectar al mismo individuo de forma
persistente durante años, dando tiempo a que afloren variantes como las defectivas
en la producción de HBeAg, cuya presencia correlaciona con estadios avanzados
de deterioro hepático, resultando, además menos sensibles al tratamiento con
interferón que las cepas salvajes. Se ha descrito por algunos autores que la
aparente primoinfección de individuos susceptibles por cepas pre-C defectivas
condujo a episodios letales de hepatitis fulminante. En algunos casos, se identificó
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la fuente de la infección, determinándose la identidad de secuencias entre los virus
aislados de los casos índice y sus contactos. No obstante, el hecho de que algunos
de estos pacientes presentaran HBeAg circulante en los momentos tempranos de
la infección sugiere, al menos, que se infectaron por una mezcla de virus salvaje
y cepa variante, por lo que la posible relación entre la hepatitis 6 aguda fulminante
y las variantes pre-C defectivas requieren confirmación. Las posibles implicaciones
patológicas de las mutaciones en otras regiones como pre-S o X, han sido puestas
de manifiesto tan solo muy recientemente.
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Objeflvos
1 .- Los subtipos de HBsAg constituyen una herramienta de gran utilidad para el
estudio de la epidemiología de la infección por VHB. La compleja distribución
mundial de los subtipos de HBsAg, inicialmente producto de la divergencia
evolutiva producida por mero aislamiento geográfico, se ve continuamente
modificada por movimientos de población, de forma que la distribución actual en
cada país es, a la postre, producto de su situación geográfica y de su historia. Los
datos publicados sobre distribución de subtipos en España (111, 175) son
escasos, antiguos, y reducidos al área geográfica de Barcelona. La situación en los
paises circundantes es bastante compleja, siendo prevalente el subtipo adw (adw2)
en Francia y en toda Centroeuropa, mientras que el ayw (ayw2, ayw3> lo es en el
norte de Africa y en la Europa mediterránea, de forma que no es posible hacer
predicciones. No seria, pues, extraño que el concurrir de ambas tendencias fuese
causa de diferencias geográficas de distribución de subtipos dentro del territorio
español. En consecuencia, uno de los objetivos de este trabajo es estudiar la
distribución de subtipos de HBsAg en diferentes localidades a fin de detectar
posibles diferencias geográficas dentro del territorio español.
2.- La población que habita una determinada área geográfica es heterogénea,
de forma que conviven en ella diferentes grupos de población, a menudo poco
relacionados, estableciéndose un cierto aislamiento epidemiológico entre algunos
de ellos. Algunos estudios realizados en otros paises muestran diferencias de
distribución de subtipos entre varios grupos de población, atendiendo a sus
factores de riesgo de infección por VHB, revelándo pautas de circulación del virus
particulares para algunos de ellos. Es, pues, otro de nuestros objetivos estudiar, en
cada localidad, varios grupos con diferentes factores de riesgo, a fin de establecer
las distintas pautas de circulación del virus en la población.
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3.- Los datos disponibles acerca de la existencia de diferencias de
patogenicidad entre los distintos subtipos de HBsAg son, a menudo,
contradictorios. Condicionándonosa la consecución de los dos objetivos anteriores
se pretende estudiar, dentro de poblaciones homogéneas, la correlación de los
diferentes subtipos detectados con la presencia de marcadores de replicación viral.
con el fin de establecer posibles diferencias de virulencia entre dichos subtipos.
4.- El VHD precisa de la presencia del VHB para poder completar su ciclo
de replicación, recubriéndose, incluso, con sus envueltas víricas. En este sentido,
el HBsAg puede considerarse como un componente estructural del VHD, aunque
codificado por el VHB. Cabe pues pensar que alguno de los subtipos de HBsAg
pudiera ser más eficiente en la interacción estructural con las cápsides del VHD,
cumpliendo con mayor eficacia las funciones de ayuda necesarias para el
establecimiento de la infección por VHD. Cabría esperar una mayor frecuencia de
infecciones por VHD en los portadores de este subtipo. Es otro objetivo de esta
tesis estudiar la frecuencia de infecciones por VHD en portadores de los diferentes
subtipos de HBsAg que circulen en España, a fin de detectar si alguno de ellos es
más proclive al apoyo de la infección por VHD.
5.- La presencia en España de reactividades atípicas para HBsAg, asimilables
a los casos descritos en bibliografía bajo el epígrafe de infecciones por Virus de la
Hepatitis 6 tipo 2, ha sido puesta de manifiesto con una frecuencia significativa.
Dichas reactividades ocurren incluso en pacientes con inmunidad previa a la
infección por HBV, razón por la cual se ha propuesto a un virus diferente, aunque
relacionado, como posible agente etiológico. La caracterización de estas
reactividades mediante anticuerpos monoclonales específicos de determinantes de
subtipo de HBsAg, a fin de contribuir a establecer el grado de identidad del agente
presente en estos casos con el VHS, es otro de nuestros objetivos.
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6.- Recientemente han sido descritas en distintos países diversas variantes
antigénicas capaces de eludir la inmunidad adquirida tras la infección natural por
VHB o la vacunación. Es otro de nuestros objetivos estudiar la presencia en nuestro
país de variantes antigénicas de interés sanitario, y en su caso, proceder a su
caracterización.
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Materiales y métodos
A) PACIENTES Y MUESTRAS
a.1 Panel de referencia de subtipos de HBsAg.
Este panel fue establecido durante el “International Workshop on HBs
Antigen Subtypes”, celebrado en Paris en 1975. Incluye los nueve subtipos más
una muestra positiva simultáneamente para los determinantes d e y (adyw). A
continuación se indican los distintos miembros del panel, consignando entre
paréntesis el número de muestra asignado durante el simposio: aywl <82>, ayw2
<84), ayw3 <86>, ayw4 <87>, ayr <27>, adw2 (28>, adw4 (92), adrq+ (30), adrq-
(35>, adyw (95). Las muestras de subtipo ayw2, ayw3 y adw4 no contenían ADN
de VHB detectable por PCR con los iniciadores generales, por lo que fueron
sustituidas en los ensayos de PCR por otras del mismo subtipo caracterizadas
igualmente durante el Simposio de París, y procedentes del Centro Nacional de
Transfusión Sanguínea de París.
a.2 Casos estudiados
Setecientos noventa y tres casos de pacientes positivos para antígeno de
superficie de los que, como norma general, se analizó una sola muestra, excepto
cuando los resultados de subtipado fueron de difícil interpretación, en cuyo caso
se obtuvieron muestras de seguimiento siempre que fue posible.
* GRUPO 1: Quinientos cincuenta y dos pacientes españoles con marcadores
serológicos compatibles con infección por el Virus de la Hepatitis 8. La tabla 1
recoge la clasificación de estos pacientes por la presencia de factores de riesgo de
infección por VHB y por localidades.
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TABLA 1: grupo 1
LAGA
ARCELONA
ALLADOLID
AVARRA
EVTLLA
TROS
SIÚ*grupo b Subgrnpo’ o
CALIDAD Sn~r4po a ADVP$Q RZt3~Q
- Suborupo 1 .a: Pacientes sin prácticas riesgo conocidas para la infección por VHB
.
Dentro de este subgrupo, existen dos tipos diferentes de pacientes:
Donantes de sangre no remunerados. Todos aquellos procedentes de Asturias
<Laboratorio de Salud Pública del Principado de Asturias), Zaragoza (Hospital Miguel
Servet>, Málaga (Banco de Sangre de Málaga>, Navarra (Banco de Sangre de
Navarra) y Sevilla (Centro Nacional de Transfusión Sanguínea de Sevilla).
Pacientes con hepatopatías pero sin prácticas de riesgo conocidas de infección por
VHS Todos aquellos procedentes de Madrid (Centro Nacional de Microbiología
Virología e Inmunología Sanitarias, y Centro Nacional de Biología Celular y
Retrovirus. Instituto de Salud Carlos III) y Valladolid (Hospital Universitario).
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- Subciruoo 1 .b: adictos a drogas de administración parenteral (ADVP) Todos ellos
son pacientes atendidos en centros sanitarios por problemas que no
necesariamente tienen que ver con su condición de portadores de HBsAg. Los
procedentes de Madrid, Asturias y Zaragoza provienen de los mismos centros que
los del subgrupo 1 .a, mientras que los de Málaga proceden del Hospital Carlos
Haya y los de Barcelona del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
- Subarupo 1 .c: otros riesgos. Engloba a pacientes con diferentes factores de
riesgo de infección por VHB, siempre que no sean adictos a drogas de
administración parenteral, en cuyo caso se englobarían en el subgrupo 1 .b. En la
tabla II se detalla la composición del subgrupo en cada localidad. La procedencia
de las muestras es la misma que en los apartados anteriores.
TABLA II: subgrupo 1.c
CA~ Reclusos, PS= personal sanitario, HO= varones homosexuales, DM deficientes mentales recluidos en
instituciones especiaLes, PR= prostitutas, SX= otros riesgos de transmisión sexual, CP= convivencia con
algún portador de HBsAg, TF= transfusiones, TT tatuajes y 0T Pacientes seleccionados para vacunación por
causas no conocidas.
55
Materiales y métodos
* Grupo 2: noventa y cuatro pacientes procedentes de Madrid con patrones
atípicos de marcadores serológicos que denominaremos como casos de VHB2, esto
es, reactividad para HBsAg neutralizable por ant-HEs policlonal en ausencia de
otros marcadores serológicos de infección por VI-IB. De manera análoga al grupo
1, se han dividido en tres subgrupos. Las muestras proceden del Centro Nacional
de Microbiología, Virología e Inmunología Sanitarias, Centro Nacional de Biología
Celular y Retrovirus y Hospital doce de Octubre.
- Subaruqo 2.a: sin riesgos conocidos de infección por VHB. Sesenta y cuatro
pacientes.
- Subarupo 2.b: adictos a droaas de administración parenteral. Nueve pacientes
- Subaruco 2.C: otros riesgos Veintiún pacientes (8 reclusos, 5 alta
promiscuidad sexual, 2 varones homosexuales, 2 familiares de portadores de
HBsAg, 2 han sufrido exposición accidental a HBV, 1 politrasfundido, 1 trabajador
sanitario).
* Grupo 3: Ciento cuarenta y siete pacientes internados en instituciones cerradas.
- Subarupo 3.a: veintiún reclusos internados en la misma prisión. diez de los
cuales presentan patrones atípicos de marcadores serológicos compatibles con
infección por VHB2, según los criterios definidos para el grupo 2.
- Subaruno 3.b: ciento veintiseis deficientes mentales internados en
instituciones especiales. En la tabla III se detalla la distribución por instituciones.
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Tabla III: subgrupo 3.b
tPO DL CASÚóv vas van
adr 1
ego
aiwwia ~AVt
PA~
Los criterios definitorios de los casos de HBV2 son los mismos que en los
grupos anteriores, excepto para el caso de la institución MOl, donde se dispuso
de muestras de seguimiento de todos los pacientes. lo cual permitió incluir casos
en los que, a pesar de estar presentes anti-HBc totales y anti-HBs <12 casos) o
solamente anti-HBs (2 casos), la reactividad para HBsAg fue transitoria,
desapareciendo en las muestras de seguimiento. La alta tasa de infección por VHB
en este tipo de pacientes justifica la presencia de marcadores de exposición previa
a VHB (anti-HBc y anti-HBs> en la mayoría de ellos, así como los antecedentes de
vacunación (anti-HBs en ausencia de anti-HBc> en otros dos. La infección por VHB2
aparece superpuesta sobre dichos marcadores (138).
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B> SUBTIPADO HBsAg. METODOS ANTIGENICOS.
b.1 Reactivos inmunológicos específicos de determinantes de subtipo.
b.1 .1 Anticuerpos monoclonales
En la tabla IV figuran los anticuerpos monoclonales utilizados con indicación
de su especificidad y procedencia.
Tabla IV: anticuerpos monoclonales
A) Iaboratorios ABBOTT. Chicago, USA.
E) SORIN EXOMEDICA. Saluggia, Italia.
C) Conponentes del Kit HBsAg subtype EM del Instituto de Inmunología de Tokyo.
D) BIOKIT S.A. Barcelona, España.
Los anticuerpos monoclonales H35C, H95C y H1OC fueron descritos y
adecuadamente caracterizados por Peterson y colaboradores <63), al igual que el
3423, 3457, 4111 y 313 por Usuda y colaboradores (82), habiéndose empleado
en varios trabajos publicados posteriormente. El 465, M5H7 y 4C6 han sido usados
para la descripción de variantes defectivas en determinante común <126>, sin que
se aporte, sin embargo, la caracterización de los mismos con paneles adecuados.
No existe nada publicado acerca de 1DE2 y 3AD5.
SC RSSC
5 145117
07 ~423
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b.1 .2 Antisueros policlonales
.
Los análisis con antisueros policlonales fueron realizados por la Doctora Ann
M. Couroucé, en el Instituto Nacional de Transfusión Sanguínea de París. Dichos
antisueros fueron los mismos que los empleados en el simposio de París donde se
establecieron definitivamente los subtipos de HBsAg (27), siendo por tanto, los
reactivos de referencia.
b.2 Técnicas.
b.2. 1 Enzimoinmunoanálisis <EtA> indirecto
Sobre placas de titulación de 96 pocillos recubiertas con anti-l-lBs policlonal
de cobaya (BIOKIT S.L.), se añadieron 100 pl del suero problema y se dejaron a
temperatura ambiente durante 24 horas. Se incluyeron tantas réplicas de la
muestra problema como anticuerpos monoclonales, y, además, una como control
de fondos. A continuación se lavó cuatro veces con un tampón fosfato (PBS> con
Tween 20 al 0.1%, para luego añadir 100 pl de cada anticuerpo monoclonal en el
correspondiente pocillo, sustituyéndola por un volumen igual de suero de ternera
en el control. Tras una incubación de una hora a 37W se lavó de la misma manera
que antes, para añadir posteriormente 100 pl de anti-lgG de cobaya (cabra>
conjugado con peroxidasa (DAKO>. Después de una incubación de una hora a
370C, se repitieron los lavados, para revelar, posteriormente, la presencia de
peroxidasa con lOO pl de ortofenilendiamina <ABBOTT). La reacción de color fue
detenida al cabo de media hora con 75 pl de ácido sulfúrico 4N, leyéndose las
absorbancias en un espectrofotómetro a 492 nm de longitud de onda. Tanto los
anticuerpos monoclonales como el conjugado fueron diluidos en suero de ternera
hasta su concentración de uso.
La absorbancia neta se calculó restándole a cada pocillo la del control.
En cada ensayo se incluyeron como controles un suero negativo para HBsAg,
un suero ad y un ay.
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b.2.2 EIA neutralización
.
Este método es una simple modificación de un método comercial de
detección de HBsAg (AUSZYME MONOCLONAL EIA. Laboratorios ABBOTT).
Ciento ochenta pl de la muestra problema se mezclaron con 20 pl de AcM,
incluyendo, al igual que en el caso anterior, un control en el que el AcM fue
sustituido por un volumen igual de suero de ternera. Tras media hora a 37%, se
determina el HBsAg libre siguiendo las instrucciones del ensayo comercial. Dicho
ensayo consiste en la captura del HBsAg en esferas de poliestireno recubiertas con
un AcM especifico de determinante común, y la detección del mismo con otro
anticuerpo monoclonal de la misma especificidad conjugado con peroxidasa.
Cuando el HBsAg problema contenga la especificidad reconocida por el AcM
ensayado, éste se unirá a él, acomplejándolo, e impidiendo su unión al AcM de la
fase sólida. El resultado se expresó como porcentaje de reducción de lectura con
respecto al control, según la fórmula:
% neut = Abs con - Abs AcM x 100
Abs con
Donde % neut es el porcentaje de neutralización, Abs con es el valor de
absorbancia obtenido para el pocillo control y Abs AcM es el valor de absorbancia
obtenido con el anticuerpo monoclonal en cuestión.
Se consideró que una muestra fue reconocida por el anticuerpo monoclonal
cuando el porcentaje de neutralización obtenido fue superior a 50. Por el contrarío,
el resultado se considera negativo por debajo de un 30%, quedando aquellas entre
un 30 y un 40% como indeterminadas. La muestra debe ser ensayada a una
dilución tal que el pocillo control rinda un valor de absorbancia contenido en la zona
lineal del ensayo <inferior a 2.000). Además de las controles del equipo comercial,
se incluyeron en cada ensayo un suero ad y un ay. Como se indicaba en el
apartado anterior, la reactividad para HBsAg fue comprobada en todos los casos
de HBV2 por un método similar a este ensayo de neutralización, pero sustituyendo
los AcM por un anti-HBs policlonal de carnero.
60
1 ..d 7 .
Materiales y métodos
b.2.3 EIA Inhibición
Este ensayo mide la capacidad del HBsAg problema para inhibir la unión de
un AcM a un HBsAg que se encuentra recubriendo la superficie de un pocillo de
una placa de poliestireno. Cien Ml de la muestra problema se hicieron reaccionar
durante una hora a 370, con 10 pl de anticuerpo monoclonal, tras lo cual se
añadieron 100 pl de la mezcla sobre un pocillo de una placa de microtitulación
recubierto de HBsAg (ad + ay) (BIOKIT S.L.) y se dejó una hora a 37%. En el
ensayo se incluyó también un pocillo control de señal de base, en el que se
sustituyó la muestra por suero de ternera. A continuación, lavamos y detectamos
el AcM ligado a la fase sólida de la misma forma que en el EIA indirecto.
El resultado se expresó como el porcentaje de reducción de lectura con
respecto al pocillo control, calculado según la fórmula:
% lnh = Abs base - Abs muestra x 100
Abs base
Donde % lnh es el porcentaje de inhibición, Abs base es la absorbancia
obtenida para el control, y abs muestra es la absorbancia obtenida para la muestra.
Los criterios de valoración de los porcentajes son los mismos que en el
ensayo de neutralización. Además del control de señal de base para cada AcM, se
incluyeron en cada ensayo un suero ad y uno ay.
b.2.4 Ensayo comercial del Instituto de Inmunolopía de Tokio. (HBsAa
Subtvoe EIA kitH69
)
Es un EIA en el que el HBsAg es capturado mediante una fase sólida
recubierta con un AcM anti-a, para ser posteriormente detectado cada determinante
de subtipo con un AcM específico conjugado con peroxidasa. Los AcM empleados
son los indicados en la tabla IV con la letra C. El equipo incluye reactivos
específicos de determinantes d, y, w, r. Los ensayos se realizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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b.2.5 Contrainmunoelectroforesis
Los ensayos fueron realizados por la Doctora A.M. Couroucé del Instituto
Nacional de Transfusión Sanguínea de París, según el método previamente descrito
(27>.
C) SUBTIPADO DE HBsAg. PCR.
c. 1 Iniciadores de replicación. Fundamento.
Se utilizaron cuatro iniciadores diferentes (figura 9). D122 e Y122 son
coImeares <posiciones 537-519 de la secuencia del ADN de VHB (176>,
difiriendo únicamente en sus extremos 3’, que se corresponde con la segunda base
del triplete de la posición 122 de la molécula del HBsAg. Recordemos que dicha
posición es siempre Lys <A) en ad y Arg (G> en ay, de forma que el extremo 3’ de
Dl 22 hibrida con las secuencias ad, quedando desapareado en las ay. De manera
inversa, el extremo 3’ de Y1 22 queda apareado con secuencias ay pero no con ad.
Los iniciadores T68 e Y68 son, igualmente, coImeares (posiciones 339-357)
difiriendo únicamente en sus extremos 3’. En este caso, T68 hibridaría con aquellos
subtipos que presenten timidina en la posición 357 (adw2, adr, aywl, ayw4, ayr>,
mientras que C68 lo haría con los que presentasen C (adw4, ayw2, ayw3). El
iniciador T68 es idéntico al Hep7 de Norder y colaboradores (85).
Ensayando las cuatro combinaciones posibles <T68/D1 22, T68/Y1 22,
C68/Dl 22, C68/Y1 22) obtendremos siempre fragmentos de 198 pares de bases.
Las muestras fueron también ensayadas con una pareja de oligonucleátidos
de una región conservada de la región de nucleocápside de la secuencia del ADN
de HBV (177>.
Los iniciadores fueron obtenidos en un sintetizador de oligonucleótidos (Gene
Assembler, Pharmacia> y purificados por cromatografía líquida de alta resolución.
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Y122
Figura 9: Fundamento del método de subtipado por POR (ver texto).
Se muestran a los iniciadores (en negrita) alineados con
veintiséis secuencias publicadas de todos los subtipos conocidos,
aunque para algunas de ellas no se citan las subespecificidades
por no figurar en los trabajos correspondientes. Aquellas
posiciones implicadas en la especificidad del ensayo, aparecen
en cursiva.
1once secuencias iguales previamente publicadas, pero comparadas
por Orito y colaboradores (178) -
bTomadas de Norder y colaboradores (47)
eTomadas de OKamoto y colaboradores (45)
~1Tomadasde Rho y colaboradores (179)
Los números entre paréntesis que acompañan a algunas citas se
refieren a la cantidad de secuencias exactamente iguales tomadas
de dicha publicacion.
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c.2 Extracción de ADN
El ADN problema fue extraído mediante tratamiento con NaOH según Kaneko
y colaboradores (180>. Veinte pl de cada suero se mezclaron con 80 pl de
NaOH 0.125 N (concentración final 0.1 N). Tras una incubación de una hora a
37~C el extracto se neutralizó con 10 pl de HOl 1 N y se clarificó por centrifugación
<5 minutos a 12000 g).
c.3 Amplificación
Se añadieron diez microlitros de extracto en una mezcla de reacción que
contenía 0.5 pM de cada iniciador, 2 mM de MgCI2, 0.2 mM de cada
desoxirribonucleótido (dATP, dCTP, dTTP, dGTP>, 50 mM KCI, 1 OmM Tris-HCI pH
8.3 y 2.5 unidades de Taq polimerasa (Ampli Taq, Perkin Elmer Cetus), hasta un
volumen final de 100 pl, cubriéndose con dos gotas de aceite mineral. La reacción
de amplificación se llevó a cabo en un termociclador (PHC3, Tecne>, en las
condiciones de la figura 10.
c.4 Detección de las secuencias amplificadas.
Quince pl de los productos finales se sometieron a electroforesis en un gel
de agarosa al 4% (3% Nu Sieve, 1% de Sea Kem) con 0.5 pg/ml de bromuro de
etidio, en tampón IBE, visualizando el resultado en un transiluminador de luz
ultravioleta.
D) SECUENCIACION
Varias muestras fueron enviadas al Dr. Bilí Carman del Instituto de Virología
de Glasgow para su secuenciación según un protocolo descrito (126).
Otras fueron enviadas al Dr. Lars Magnius del Laboratorio Nacional de
Bacteriología de Estocolmo, siendo secuenciadas tal como describen en sus
trabajos <48>.
Básicamente, ambos protocolos consisten en una amplificación previa por
POR de un fragmento que contiene la región a estudiar, mediante unos iniciadores
que hibridan en una zona conservada, para luego secuenciar directamente los
amplificados sin previo clonaje. Este principio ha de ser tenido en cuenta en la
interpretación de los resultados.
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Materiales y métodos
F> PROTOCOLO DEL ESTUDIO
Todas las muestras fueron primeramente estudiadas a dilución 1/10 con los
anticuerpos monoclonales H35C, I-195C y H1OC por EIA indirecto. Las que
presentaron valores de absorbancia neta inferiores a 0.100 fueron ensayadas de
nuevo sin diluir. Las positivas (absorbancia > 0.100) para H35C y para alguno de
los dos AcM de subtipo y con un cociente AbsH95C/AbsH1OC > 5 fueron
clasificadas como ad, mientras que si el cociente AbsH1OC/AbsH9SC > 5,
entonces se consideran ay (el dividendo y el divisor representan absorbancias
netas>.
Las muestras positivas para los tres AcM y con ambos cocientes inferiores
a 5, fueron consideradas indeterminadas y seleccionadas para su estudio por el
resto de las técnicas.
Aquellas positivas únicamente para el AcM H3EC se consideraron
indeterminadas, seleccionándose para su estudio con el resto de las técnicas.
Aquellas finalmente negativas para los tres AcM se estudiaron por
neutralización con los AcM H35C y H95C. Cuando el resultado fue positivo para
ambos se consideraron ad, quedando clasificada como ay, por exclusión, cuando
sólo lo fue para H35C. Cuando alguno de los dos resultados fue indeterminado se
repitió el análisis. En caso de persistir, se seleccionaron para posteriores estudios.
Cuando una muestra se agotó sin que pudiera repetirse el ensayo, quedó excluida
del estudio.
La distribución de subtipos obtenida fue estudiada mediante análisis de
tablas de contingencia por el método de la “chi cuadrado”, realizándose la
corrección de Yates siempre que el tamaño de la muestra lo requirió. Se
consideraron significativos valores de p’cO.05. Los cálculos se realizaron con el
paquete estadístico STATGRAPHICS versión 4.00.
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A) PUESTA A PUNTO Y COMPARACION DE METODOS
a.1 Métodos antigénicas
al .1 Especificidad
En la tabla V se muestran los resultados obtenidos tras analizar el panel de
referencia de HBsAg por EIA indirecto con todos los AcM, excepto 3423, 3457,
4111 y 313, cuyos resultadas han sido tomados de bibliografía (82>, al tratarse de
componentes de un ensayo comercial.
Tal como era de esperar, los cuatro anticuerpos monoclonales específicos
de determinante común reconocieron a todos los miembros del panel. El AcM 3207
es el empleado en el equipo comercial para capturar el HBsAg antes de ensayar los
AcM 3423, 3457, 4111 y 313. Al ser todas las muestras del panel reconocidas
por, al menos, dos de estos AcM, podemos deducir que todas ellas reaccionaron
previamente con 3207 en la fase de captura.
Los anticuerpos monoclonales H95C y 3423 reaccionaron con todos los
miembros ad y con ninguno de los ay, tal y como corresponde a su especificidad.
Las señales obtenidas para los dos miembros adr con el M5H7, sin embargo,
fueron inferiores al valor de corte (0.100) con la dilución de uso seleccionada. A
diluciones menores se obtuvieron señales superiores, pero, a la vez, surgían
problemas de cruce con los subtipos ay. Finalmente, se decidió usar la
concentración de uso más adecuada para el subtipado de adw, evitando cruces con
ay, ya que no esperabamos la presencia de adr en nuestro medio.
El AcM 3457 fue el único de los específicos de y que, reconociendo a todos
los subtipos ay, no presentó reacción de cruce con ninguno de los ad. El H1OC la
presentó con adw4, adrq+ y adrq-, de forma que el cociente con H95C era menor
de 5 para todos ellos. El 4C6 presentó reacción de cruce con los mismos subtipos,
reducible hasta niveles aceptables para adw4, pero no para adr, al disminuir la
concentración de uso.
En la tabla VI se muestran los resultados obtenidos con el panel de referencia
en los ensayos de neutralización e inhibición, para los cuales sólo se utilizaron los
AcM de laboratorios ABBOTT.
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Tabla VI
adw2 O
adw4 4
adyw a
Con el ensayo de inhibicion logramos reducir los niveles de cruce del
monoclonal H1OC lo suficiente como para que adw4 quede clasificado como ad.
Sin embargo, adrq- quedaría indeterminado y adrq + continuaría siendo reactivo
para ambos determinantes, de la misma forma que adyvv, aunque este último con
porcentajes de inhibición sensiblemente mayores. En el trabajo donde se
caracterizan originalmente éstos AcM (63> con un panel de referencia similar no se
describen estas reacciones de cruce, debido, probablemente, a que los ensayan en
un EIA de inhibición logrando abolirlas incluso con los adr. De hecho, ellos también
detectaron este problema <Dr. Eloisa Guerrero, com. personal), llevándolos a
sustituir el AcM H1OC81 por otro más específico en sucesivos trabajos <68).
El ensayo de neutralización permitió una correcta clasificación de todos los
subtipos ad, aunque, dado que H1OC no funcionó en este tipo de ensayo, la
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clasificación como ay sólo puede establecerse por exclusión, aunque adyw hubiera
sido erróneamente clasificado como ay siguiendo este criterio. En la práctica, el
subtipado por neutralización fue correcto en 113 (97.4%) de las 116 muestras
subtipadas también por EIA indirecto, siendo las tres restantes variantes defectivas
en ambos determinantes de subtipo <ver apartado d.2) que hubieran sido
erróneamente consideradas ay por neutralización. Dado el alto porcentaje de
correlación, se admitió el subtipado como ay por exclusión en aquellas muestras
cuyo bajo nivel de HBsAg sólo permitió su ensayo por neutralización.
a.1 .2 Sensibilidad
En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos tras analizar un panel
de sensibilidad de HBsAg (Lab. ABBOTT> con los AcM H35C, H1OC y H95C por
EIA indirecto. La sensibilidad para el determinante a fue de 1 .8 ng/ml para el
subtipo ay y 3 ng/ml con el subtipo ad, siendo algo más baja para los
determinantes de subtipo: 7 ng/ml para ay y 8 ng/ml para ad.
La sensibilidad del ensayo de neutralización viene dada por las propias
características del equipo comercial AUSZYME SA (Lab. ABBOTT) (0.1 ng/mI>,
superándose incluso, ya que pueden valorarse absorbancias de base inferiores al
del valor de corte del ensayo, de acuerdo con las instrucciones de un ensayo de
confirmación de la propia casa comercial basado en el mismo principio.
La sensibilidad del ensayo de inhibición no fue ensayada, aunque se estima
en unas diez veces menor que la del método indirecto.
a.2 POR. Comparación con métodos antigénicos
Utilizando las cuatro combinaciones posibles de iniciadores de subtipado, los
nueve subtipos pudieron ser clasificados en cuatro grupos diferentes:
aywl/ayw4/ayr, ayw2/ayw3, adw2/adrq+/adrq-, adw4 (tabla VII). Sin embargo,
también se obtuvieron bandas adicionales, aunque de menor intensidad, para ayvu2
con la pareja T68/D1 22 y para adrq + con T68/Y1 22. Sólo se amplificaron
secuencias ay (ayw2/ayw3> en la muestra adyw, coincidiendo con el determinante
d/y de subtipo para el que se obtuvo mayor absorbancia en los inmunoensayos.
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absorbancia
* antI-a (ay> —4— antl-a (cd> —4-- antl-d (ad> —e-- antl-y (ay>
Figura 11.- Reactivldad del panel de sensibilidad a HBaAg en EIA Indirecto. antl-a• 11850,
anti-d [-¡950, antl-y H100. Se Indica entre paréntesis el antígeno empleado.
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Tabla VII Especificidad del método de subtipado por POR
T/0T68/D122, CIY=C68/Y1ZZ, C/D=CÓS/O122, T/Y=TÓB/Y122
* t Banda débil
Solo se detectaron secuencias del grupo ayw2/ayw3.
Además del panel de referencia, se ensayaron 26 muestras <13 ad, 13 ay>
previamente subtipadas por EIA indirecto. Todas las ad resultaron ser del grupo
adw2/adrq+/adrq-, mientras que todas las ay quedaron encuadradas en
ayw2/ayw3. El resultado fue verificado por contrainmunoelectroforesis con
cg’ r¡o~ ej
ayw3 -ayw2/ayw~ .
adr
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antisueros policlonales en nueve de las ad, resultando todas adw2, y en siete ay,
siendo todas ayw3 <tabla VIII>. En la figura 12 se muestran, a título de ejemplo, los
resultados de doce de éstas muestras.
Tabla VIII Resultados obtenidos por PCA en 26 muestras previamente subtipadas
por EIA monoclonal.
Ninguno de los métodos de subtipado por PCA descritos previamente fue
capaz de detectar todos los subtipos de HBsAg. De acuerdo con nuestros
resultados, Norder y colaboradores (85) logran detectar adw2, pero no adw4, con
unos iniciadores semejantes a T68/D1 22. En este trabajo incluyen, además, otra
pareja específica de determinante r dependiente de las posiciones 47 y 214,
aunque incapaz de amplificar secuencias ayr. En un trabajo posterior <86>, estos
autores mantienen los reactivos específicos de d, e introducen otros para el
determinante y, cuya especificidad estriba sólo en la posición 122, ya que uno de
los iniciadores corresponde a una región conservada, así como de determinante w/r
74
EIA=Enzimoirwnunoanátisis, AcM=EIA con anticuerpos monoclonales, AsP=ContrainrminoeLectroforesis con
antisueros pot ictonales, Nfltinero de ¡Lestras, T¡Y~T68/Y1=2,C¡Y=CóSiYlZZ, 1yO=T68IO122, C/O=CÓB/0122, ÑO=No
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11.1 ..

Resultados y discusión
dependientes, también únicamente, de la posición 160. Con estos reactivos son
capaces de detectar todos los miembros del panel, excepto ayr, clasificándolos
según los cuatro subtipos fundamentales (adw, ayw, adr>. Resulta extraño que no
amplifiquen ayr, ni con los iniciadores específicos de y ni con los de r, ya que las
posiciones 122 y 160 son fijas en todas las secuencias ayr publicadas hasta el
momento. Esto no ocurre, sin embargo, con el residuo 68, en cuya segunda base
hibridan nuestros iniciadores 068 y T68, por lo que debemos esperar que las
muestras ayr que presenten citidina en lugar de timidina en esta posición caigan en
el grupo ayw2/ayw3. Dado que no era esperable la presencia de determinante r en
nuestras muestras, no se han empleado iniciadores de determinante wlr,
En un último método de subtipado por POR descrito por Nicholson y
colaboradores (87>, sólo se emplea un iniciador específico de y, cuyo extremo 3’,
sorprendentemente, cae en una posición variable, pero no dependiente de subtipo.
En este trabajo no se hace uso de ningún panel de referencia, ensayando solamente
muestras de la misma procedencia geográfica, pudiendo ocurrir que las cepas ad
y ay que allí circulan se diferencien en esta posición.
Como puede observarse en la tabla VII, sólo se produjo amplificación cuando
los extremos 3’ de ambos iniciadores hibridaron con la secuencia problema,
quedando totalmente abolida cuando uno los dos queda desapareado en esta
posición. Sin embargo, la posición adyacente al extremo 3’ de los iniciadores es
también variable (figura 9>, aunque independientemente del subtipo, habiéndose
seleccionado citosina para proporcionar un desapareamiento adicional en la mayoría
de los casos. Las bandas adicionales observadas en ayw2 y adrq + cuando
solamente el iniciador 122 está desapareado en 3’, podrían deberse a que, quizás,
estas muestras no proporcionen el desapareamineto adicional al presentar
guanosina en 3”, de forma que el simpte desapareamiento T/G o 0/A en 3’ no sería
capaz de prevenir totalmente la amplificación, tal como otros autores han sugerido
(181>. Sin embargo, estos mismos desapareamientos simples en los iniciadores
68 sí que parecen abolir totalmente la amplificación.
La sensibilidad del método pudo establecerse entre 0.016 y 0.16 pg/ml
analizando diluciones de una muestra cuya concentración de ADN de VHB había
sido previamente establecida por medio de un ensayo cuantitativo de hibridación
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(Genostic, Lab. ASBOTII (figura 13?. Sin embargo, recordemos que las muestras
ayw2, adw4 (ambas HBeAg neg.) y ayw3 (HBeAg positiva) del panel original,
tuvieron que ser reemplazadas al no presentar ADN de VHB amplificable. En este
sentido, ya hemos indicado en la introducción que muchos portadores
asintomáticos no presentan ADN viral circulante, por lo que no podrían ser
subtipados por PCR, aunque sí por métodos antigénicos. Sin embargo, las técnicas
genómicas serían las únicas aplicables para el subtipado de muestras positivas para
ADN en ausencia de HBsAg (87). Como vemos, ambas aproximaciones resultan
complementarías.
a.3 Rendimiento de los métodos de subt¡pado.
Las 7 muestras del grupo 1 no provenientes de ninguna de las localidades
de estudio (Tabla 1>, no se incluirán en este análisis, ya que fueron expresamente
seleccionadas para este estudio por presentar resultados indeterminados en los
métodos de subtipado de barrido. De 670 muestras de portadores convencionales
de VHB <grupos 1 y 3) ensayados en EIA indirecto, 591 (88%> pudieron ser
directamente subtipadas como ad o ay, quedando 25 <4%) indeterminadas. Las 54
restantes <8%) fueron negativas para todos los AcM, pudiendo ser posteriormente
subtipadas por EIA de neutralización. El resto de las técnicas fueron aplicadas
solamente sobre las muestras indeterminadas, por lo que se discutirán los
resultados en los correspondientes apartados.
Las muestras de VHB2 <grupos 2 y 3> fueron ensayadas directamente por
EIA de neutralización, al tratarse de reactividades bajas para HBsAg. De las 18
muestras con reactividades superiores a 2.000 unidades de absorbancia en
AUSZYME MONOCLONAL <Lab. ABBOTT> que fueron ensayadas en EIA indirecto,
cuatro fueron subtipadas como ay y una quedó como indeterminada al presentar
reactividad simultánea para d e y, no siendo las 13 restantes reactivas con ningún
AcM al caer bajo los niveles de detección del ensayo.
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B> DISTRIBUCION DE SUBTIPOS ENTRE PORTADORES DE VHB
En este apartado sólo se consideran las muestras totalmente subtipadas
como ad o ay, tratándose las indeterminandas en apartados posteriores.
b.1 Distribución geográfica.
Los resultados correspondientes a las muestras del grupo 1 se muestran en
la tabla IX. No se observaron diferencias geográficas significativas dentro de los
subgrupos b <ADVP) (fig 14.b> y o (otros riesgos) del grupo 1 (p>O.545>. Dentro
del subgrupo a <pacientes sin riesgo de infección conocido), tampoco se observaron
dichas diferencias (p>0.108>, excepto en el caso de Navarra, donde la frecuencia
del subtipo ay fue mucho más alta que en resto de las poblaciones estudiadas
(p<O.O09) (fig 14.a). Los pacientes de esta localidad eran donantes de sangre
diagnosticados como portadores de HBsAg hace años y que fueron citados para su
seguimiento, por lo que la muestra, en principio era muy seleccionada. Además,
muchos de ellos pertenecen a una misma zona de Navarra donde la prevalencia de
HBsAg es muy elevada respecto al resto de la población, hecho que podría
atribuirse a una posible diseminación de la infección, hace muchos años, debido al
USO de jeringas no desechables por un determinado sanitario <Dr. Antonio Medarde,
com. pers.).
Aunque cabría pensar que la compleja distribución de subtipos descrita en
la población de las áreas circundantes a España <94>, con un predominio de ay en
el Magreb y en Italia y Grecia y de ad en Francia y Centroeuropa <fig 7), se
tradujese en diferencias geográficas de distribución de subtipos dentro de nuestro
territorio, no las hemos encontrado en ninguno de los grupos de riesgo
considerados. Creemos que la gran abundancia del subtipo ay encontrada en los
donantes de sangre de Navarra, como única excepción, es debida a las
peculiaridades de la muestra correspondiente, especialmente en lo que se refiere
a la posibilidad de que muchos de los pacientes hayan sido infectados por la misma
fuente. En cualquier caso, el estudio de una muestra no seleccionada de donantes
de sangre navarros aclararía esta cuestión.
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TABLA IX.- Distribución de subtipos ad y ay en el grupo 1
Subgrupo a
LOCALIDAD SUBTIPO NO RIESGO
Subgrupo b
ADVP b
Subgrupo o
OTROS
MADRID
ASTURIAS
ZARAGOZA
MALAGA
BARCELONA
VALLADOLID
NAVARRA
SEVILLA
TOTAL
9(19)
39(81)
9(17)
43(83)
cd
ay
ad
ay
cd
ay
cd
ay
ccl
ay
15(41)
22(59)
20(37)
34<63)
30(55)
25(45)
16(50)
16(50)
12(37)
20(63)
18(39)
29(61)
33(55)U
27(45)
3(13)
21(87)
6(23)
20(77)
5(21)
19(79)
cd
ay
15(63)
9(37)
cd
ay
cd
ay
2( 8)
24(92)
25(54)
21(46)
ccl
ay
151(47)
171(53)
32(18)
142(82)
35(38)
56(62)
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b
Figura 14: distribucian geográfica de subtipos de VHS correspondiente a Los pacientes deL grupo 1
a: Sin prácticas de riesgo conocidas <subqrupo la).
b: adictos a drogas de Sninfstración parenterat <subgrupo ib).
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La homogeneidad encontrada dentro de la población general en territorio
español, en claro contraste con la compleja distribución descrita en los países
circundantes, nos muestra la importancia de las fronteras políticas en la
epidemiología de la infección, comportándose como barreras para la circulación del
virus, aun cuando éste parece llevar infectando al hombre desde sus albores (91).
La semejante presencia de ad y ay que hemos encontrado en la población general
parece una síntesis de las tendencias norteafricana y centroeuropea, reflejo, quizás,
de la confluencia de ambas culturas durante diferentes períodos de nuestra historia.
El hecho de que dentro del subgrupo la se hayan incluido dos tipos de
poblaciones diferentes, donantes de sangre <Asturias, Zaragoza, Málaga, Navarra
y Sevilla) y pacientes con hepatopatías que no han declarado prácticas de riesgo
(Madrid y Valladolid), no parece haber tenido influencia en cuanto a su composición
de subtipos de VHB.
Los resultados por nosotros obtenidos coinciden con los publicados por
Pedreiray colaboradores en 1975 <175> para el área de Barcelona. La tendencia al
incremento de la prevalencia del subtipo ay encontrada por estos autores a
principios de los años 70, como consecuencia de la aparición de la adición a drogas
de administración parenteral como fenómeno social <111), no parece haberse
mantenido, por tanto, a partir de entonces. En cualquier caso, para aclarar ésta
cuestión sería necesario disponer de una muestra similar a la estudiada por dichos
autores.
b.2 Distribución de subtipos de HBsAg en diferentes grupos de riesgo.
En todas las poblaciones donde se dispuso de muestra de pacientes sin
prácticas de riesgo conocidas y de ADVP, la presencia del subtipo ay fue siempre
significativamente mayor (p<0.03) en los últimos. El grado de significación
estadística se incrementa considerablemente <p<O.0005> al tener en cuenta las
localidades en conjunto, exceptuando Navarra, análisis válido ya que dentro de
cada subgrupo no se apreciaron diferencias de distribución significativas, tal y
como comentábamos en el apartado anterior. Ya apuntábamos en la introducción
que el subtipo ayw ha sido asociado a la adición a ADVP en varios países
europeos y norteamericanos, donde el subtipo adw es el más corriente (94,101,
82
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102,103,104,105,106>. El subtipo ayw2, predominante en Oriente medio, podría
haberse introducido entre los ADVP a través de heroína contaminada. Sin embargo,
es ayw3 el que infecta a los ADVP occidentales <94). Las siete muestras ayw que
pudieron subtiparse completamente fueron todas ayw3, independientemente de
que se tratara de ADVP (dos> o carecieran de riesgos de infección (cinco). Sin
embargo, Couroucé y colaboradores (94> encuentran un ayw2 entre cinco de las
muestras ayw españolas que estudian, siendo las cuatro restantes ayw3 de
acuerdo con nuestros resultados.
Tanto en Madrid como en Asturias, dos únicas localidades donde se
estudiaron poblaciones con riesgos diferentes de ADVP (subgrupo 1 cF, la
abundancia del subtipo ay fue intermedia entre ADVP y población sin riesgo (fig
15>, aunque las diferencias sólo fueron significativas al compararlas con los ADVP
(pctO.05). La composición de este subgrupo fue muy heterogénea <Tabla II>, de
forma que solo se han podido considerar por separado a los reclusos no ADVP,
personal sanitario y varones homosexuales, al no disponerse de un número
suficiente de casos de las poblaciones restantes. Las dos primeras poblaciones
presentaron una distribución similar (X2=O.1746, p=O.676O), caracterizada por
la prevalencia del subtipo ay, mientras que el subtipo ad prevaleció claramente
entre los varones homosexuales, diferenciándolos de las dos poblaciones anteriores
(pczO.01 67> (figura 16>. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Swenson y colaboradores en EEUU (84), país donde predomina adw sobre ayw
tanto en la población general, como en los varones homosexuales. En nuestro
medio, donde la prevalencia de ad en población general es similar a la de ay,
podríamos encontrar una asociación significativa de este subtipo con los varones
homosexuales, semejante a la existente entre ay y ADVP, aunque para ello seria
necesario estudiar un grupo de muestras más numeroso. La elevada presencia del
subtipo ay en la población de reclusos no ADVP, puede ser debida a la convivencia
de éstos con ADVP, extremadamente frecuente en las prisiones. Este mismo
hallazgo en el personal sanitario puede achacarse al reciente incremento de los
ingresos de ADVP en los centros sanitarios, viéndose aumentadas las posibilidades
de infección por el subtipo ay. Al igual que en los subgrupos a y b, la distribución
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reclusos no ADVP
personal sandario
fo.
2 varones homosexua¡es
Ljad
•ay
Figura 16.- Distribución de subtipos de HBsAg en portadores con
prácticas de riesgo dIferentes de la ADVP
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Figura 15.- Frecuencia del subtipo ay en poblaciones de portadores
de HBsAa con diferentes orácticas de riesao de infección oor VHS
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de subtipos fue similar en las dos localidades estudiadas (X2=O.013, p=0.905>
(figura 15>, pese a que la composición del grupo presenta diferencias apreciables
entre ambas localidades (Tabla II>.
En consecuencia, existen pautas de circulación viral diferentes para los
ADVP, entre quienes la transmisión se produce mayoritariamente por vía parenteral,
y la población general, donde se produce por otras vías, manteniéndose ciclos
epidemiológicos diferentes y escasamente relacionados, conservando cada una de
las poblaciones una distribución de subtipos de HBsAg particular. Este fenómeno
podría darse en otras poblaciones con vías de transmisión particulares, como los
varones homosexuales, aunque no disponemos de datos suficientes que lo apoyen.
La distribución de subtipos de HBsAg en un área geográfica determinada es, pues,
bastante compleja, pudiendo variar según las poblaciones consideradas. En este
sentido, los estudios de distribución geográfica de subtipos de VHB, deben basarse
en poblaciones homogéneas. El uso de los subtipos de VI-IB como herramienta
epídemiológica en estudios de transmisión, debe, igualmente, apoyarse en estudios
previos sobre las diferentes pautas de circulación del virus en la población.
b.3 Distribución en comunidades cerradas (grupo 3)
En este apartado discutiremos únicamente los resultados correspondientes
a los portadores de HBV con patrones serológicos normales, dejando la discusión
de los casos de HBV2 para apartados posteriores.
La distribución obtenida entre los reclusos no ADVP internados en la misma
prisión <subgrupo 3.b>, es similar a la encontrada entre los reclusos del grupo 1
<figura 16>, provenientes de diversos penales, con una presencia del subtipo ay del
73% (8 de 11 casos), siendo ad los tres restantes. Parece, pues, que los reclusos
se comportan como una población homogénea con una presencia de ay algo mayor
que la de la población general, debido, quizás, a la estrecha convivencia con ADVP
en el interior de las prisiones, tal como indicábamos en el apartado anterior.
En la tabla X se muestran los resultados obtenidos en las diferentes
instituciones para disminuidos psíquicos.
Los resultados son diferentes en cada una de ellas, aun dentro de la misma
provincia. Así, a modo de ejemplo, las tres instituciones de la provincia de
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Valladolid mostraron resultados diferentes, siendo ay exclusivo en una de ellas, ad
en otra, y coexistiendo ambos en la tercera. Llama la atención la ausencia de ay en
Palencia 2 pese a haber un número elevado de portadores, así como la presencia
Tabla X: Distribución de subtipos dentro de instituciones para
disminuidos psíquicos (subgrupo 3.b). Los casos de HBV2 no se
incluyen
@= Resultado indeterminado (positivo para d e y simultáneamente)
~4adrid
Zamora
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exclusiva de muestras indeterminadas, positivas para ad y ay simultáneamente, en
dos instituciones diferentes (Segovia 3 y Zamora 1>. Este último hecho será
discutido con posterioridad en el apartado de muestras con resultadas
indeterminados.
Cada una de las instituciones conserva una circulación viral particular,
independiente de la de la población general. La mayoría de los pacientes parecen
infectarse preferentemente en el interior de las instituciones, sin que se importen
casos con frecuencia, a tenor de lo observado en algunos centros donde, a pesar
de presentar numerosos casos, todos ellos están infectados por el mismo subtipo.
b.4 Subtipos y marcadores de replicación vírica
El único marcador indicativo de replicación vírica activa disponible en un
número suficientemente elevado de muestras fue el HBeAg. A fin de interpretar
correctamente la distribución de subtipos entre las muestras positivas o negativas
para este antígeno fueron estudiados por separado grupos homogéneos, tanto en
lo referente a la distribución de subtipos como al grado de presencia de HBeAg. En
la figura 17 se muestra la abundancia de HBeAg en cada uno de los subgrupos del
grupo 1. No se dispuso de datos de las muestras de Málaga, Valladolid y Sevilla
dentro del subgrupo a, ni de las de Barcelona dentro de subgrupo b. Los pacientes
con hepatopatías pero sin riesgos de infección conocidos procedentes de Madrid,
mostraron una presencia de HBeAg muy superior a la de las otras localidades del
subgrupo a <p c 0.0005), todas ellas representadas por donantes de sangre,
asintomáticos en su mayoría. Estos últimos fueron excluidos del análisis estadístico
reflejado en la figura 18 dada la reducida frecuencia de HBeAg, encontrado
únicamente en tres casos. La presencia de HBeAg fue estadísticamente similar en
todas las localidades de los subgrupos b y c (p > 0.146), considerándose, no
obstante, cada subgrupo de forma separada debido a sus diferentes distribuciones
de subtipos. La mayor presencia de I-lBeAg encontrada en las muestras del
subgrupo a procedentes de Madrid, al compararlas con las de los subgrupos b y c
(p < 0.05), fue debida, probablemente, a que muchos de los pacientes de los
subgrupos b y c acudieron a los centros sanitarios por problemas no relacionados
con su condición de portadores de HBsAg, siendo investigados los marcadores de
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¡ Figura 17.- Presencia de HBeAg en los casos del grupo 1
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infección por VHB debido a la existencia de factores de riesgo.
La distribución de subtipos fue estadísticamente independiente de la
presencia de HBeAg en todas los grupos estudiados <figura 18), aunque el HBeAg
fue siempre algo más abundante entre las muestras del subtipo ad. Al hacer el
mismo estudio en el conjunto del subgrupo 3.b (deficientes mentales internados en
instituciones especiales), también se observó una distribución similar entre
muestras positivas (86% ad, 12% ay) o negativas (80% ad, 20% ay> para l-<BeAg
(p = 0.6244), con una presencia ligeramente superior del subtipo ad en las
primeras. La compleja distribución de subtipos en este grupo que antes
mostrábamos, obligaría a fraccionarIo en exceso para poder analizar grupos
homogéneos de muestras, razón por la cual no ha sido realizado dicho estudio. De
la misma forma, el grupo de once muestras de reclusos internados en la misma
prisión <subgrupo 3.a), con solo dos muestras con HBeAg, resultó demasiado
pequeño para estos fines.
Nuestros resultados contrastan de forma patente con los obtenidos por Nath
y colaboradores en 1978 <115), los cuales, al estudiar 1370 donantes de sangre
de Estados Unidos encontraron una presencia significativamente mayor del subtipo
ay entre los positivos para HBeAg <72% ad, 28% ay en HBeAg +; 90% ad, 10%
ay en HBeAg -; X2= 52,8. p-’cO.0005). Estos datos respaldaban la idea sugerida
en otros trabajos, donde se comparaba la distribución de subtipos entre pacientes
con distinto grado de deterioro hepático, de que el subtipo ay es más patógeno,
cursando su infección con una sintomatología más severa (104, 106, 110). Sin
embargo, otros estudios desmintieron tal relación (109, 113, 114>, atribuyéndola
a la, por entonces, reciente introducción del subtipo ay de la mano de los ADVP,
de forma que este prevalecía en los casos de hepatitis aguda y en los portadores
más recientes, en contraste con los pacientes infectados años atrás, cuando el
subtipo ay era mucho más raro en las áreas estudiadas. Si, en efecto, los
portadores del subtipo ay estudiados por Nath y colaboradores (115) llevaran
menos tiempo infectados que los del subtipo ad en el momento del estudio, el
porcentaje de serocanversiones sería menor, explicando la mayor presencia de
HBeAg en aquellos infectados por el subtipo ay. Por otra parte, la distribución de
los subtipos ad y ay no es homogénea dentro de EEUU (95), pudiendo esta
89
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circunstancia haber causado algún tipo de artefacto en el estudio. Sin embargo, las
conclusiones de Norkrans y colaboradores en Suecia <182> son acordes con las
nuestras, habiendo encontrado ambos subtipos distribuidos de igual forma en 90
muestras de pacientes con hepatitis 6 aguda tomadas durante los primeros diez
días de evolución. Este grupo de pacientes, sin embargo, no resulta muy adecuado,
ya que la presencia o ausencia de HBeAg en los primeros días del período agudo
apenas tiene significación clínica, dependiendo fundamentalmente de la celeridad
con que la infección evolucione en cada caso.
Nuestros resultados, pues, no apoyan la existencia de diferente grado de
patogenicidad entre los subtipos ad (adw> y ay (ayw> sugerida en algunos trabajos
previos. Los subtipos de HBsAg no parecen ser, pues, de utilidad en el
establecimiento de pronósticos y toma de decisiones terapéuticas.
b.5 Subtipos e infección por VHD
El objeto de este apartado es determinar si el VHD es complementado con
mayor eficacia por alguno de los subtipos detectados. Se trata de comparar las
frecuencias con que el VI-ID infecta a cada uno de ellos, expresadas como
prevalencias de anticuerpos totales anti-VHD.
De acuerdo con los resultados publicados <León et al. 1988)>, la infección
por VHD fue mucho más frecuente entre los ADVP (figura 19) que entre la
población sin riesgos conocidos <pcO.O001), mostrando el subgrupo c una
situación intermedia pero estadísticamente diferente de la de ambos (p’CO.O039>,
hecho atribuible a la presencia de ADVP no declarados en este último subgrupo,
ya que las vías de transmisión no parenterales no parecen muy eficaces para este
agente <183). Dentro de cada subgrupo la distribución fue estadisticamente
homogénea (p>0.2817), pudiendo, por tanto, ser considerados en conjunto. Sin
embargo, el subgrupo la fue suprimido del estudio estadístico ya que sólo contenía
tres muestras positivas para anti-HDV.
La distribución de subtipos fue independiente de la presencia de anticuerpos
anti-HDV tanto en el subgrupo lb como lc <figura 20). Cuando se consideran en
conjunto los resultados de ambos grupos la independencia persiste. Sin embargo,
al incluir las muestras del subgrupo la se encuentra una asociación
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estadísticamente significativa (p <0.05> entre la presencia de anti-HDV y el subtipo
ay, como consecuencia del artefacto producido por el hecha de que ambos se
encuentran con más frecuencia en los ADVP. Éstos, mayoritariamente ay, se
acumulan en el grupo de los anti-HDV positivos, mientras que los otros dos, con
mayor proporción de ad, caen mayoritariamente dentro de los negativas, llevando
a conclusiones erróneas.
Parece, pues, que el VHD infecta con la misma eficacia a portadores de
HBsAg del subtipo ad o ay, hecho no ducumentado previamente. La frecuencia
ligeramente mayor del subtipo ay encontrada en los pacientes anti-HDV positivos
del subgrupo c, al compararlos con lo negativos, parece apoyar la idea que antes
apuntábamos, de que este subgrupa contiene ADVP no declaradas. Por otra parte,
los resultados obtenidos recalcan la importancia de basar el empleo de los subtipos
de HBsAg en el conocimiento previo de su distribución en la población.
C> SUBTIPOS Y VIRUS DE LA HEPATITIS B TIPO 2
Iniciaremos este apartado recordando, una vez más, que el término I-18V2 se
usa, en aras de una exposición más agil, para referirnos a las muestras con
patrones atípicos de marcadores de infección seleccionadas según los criterios
expuestos en el apartado a.2 de materiales y métodos. En ningún caso se pretende,
pues, afirmar la existencia de un nuevo tipo del VHB. Los resultadas
correspondientes a las muestras de HBV2 del grupo 2 figuran en la tabla Xl. El
74% de ellas fue clasificada como ad en el ensayo de neutralización, mientras que
el 26% restante no fue reconocida por el AcM anti-d, siendo clasificadas como ay
por exclusión, tal como indicamos en apartados precedentes. Este subtipado por
exclusión pudo comprobarse en cuatro de ellas que presentaron niveles de
reactividad detectables en el ensayo indirecto, siendo reconocidas por el AcM anti-
y. La única muestra clasificada como ad por EIA de neutralización que pudo ser
detectada en el EIA indirecto resultó indeterminada, al ser reconocida por ambos
AcM de subtipo.
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Tabla XI: subtipos de HBSAg en los casos de HBV2
Al comparar entre sí las tres poblaciones de riesgo del grupo 2 <figura 21 .a)
se puede apreciar como, de manera análoga a los portadores de HBsAg del grupo
1, el subtipo ay es más frecuente entre los ADVP que entre la población normal
(p=O.0012), presentando los del subgrupo c una situación intermedia. No se
dispuso de suficientes muestras de este último subgrupo como para considerar
poblaciones de riesgo por separado, tal como hicimos con los reclusos, varones
homosexuales y personal sanitario del grupo 1.
El subtipo ad fue siempre más frecuente en los casos de HBV2 que en los
de portadores de HBsAg en todas las poblaciones para las que se dispuso de
ambos tipos de casos (figura 211, aunque las diferencias fueron estadístícamente
significativas únicamente en el caso de la población sin riesgos del grupo 1
<p=0.0O62> y en la institución Madrid 1 del grupo 3.b (p=O.0O39>. Esta falta de
2 ~
t*o~
aentes xftentales
Centro Madrid 1
Centro PaThnaia~ ~ .
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respaldo estadístico en el resto de los grupos podemos achacarlo al escaso número
de muestras, habida cuenta de las importantes diferencias de porcentajes, excepto
en el caso de los ADVP, cuyos porcentajes de presencia de ad son prácticamente
similares en portadores de HBsAg convencionales y HBV2.
Se han propuesto diferentes hipótesis sobre el agente etiológico implicado
en este tipo de casos. La presencia de distintos epítopos de subtipo, a, d e y, aquí
demostrada apunta hacia el propio 1-16V, o una variante muy relacionada, apoyando
hallazgos previamente descritos como la capacidad de neutralización de los
anticuerpos anti-I-lBs policlonales (138, 145, 146>, la presencia de AON de VHS
en un porcentaje de este tipo de muestras <144, 146>, o la visualización de
partículas similares a HBsAg por microscopia electrónica (138>. En cualquier caso,
la especificidad de la reacción resulta indudable.
La falta de protección de los anticuerpos anti-HBs generados tras la infección
natural por VHS o la vacunación, observada en estudios previos (138, 146, 147>
y en algunas de nuestras muestras, contrasta con la expresión aparentemente
normal del determinante común, a tenor de su reactividad tanto con anti-HBs
policlonal, como con el AcM anti-a H3BC.
La distinta distribución encontrada dentro de poblaciones con diferentes
prácticas de riesgo de infección por VHS que conviven en la misma localidad
sugiere que, al igual que el VHB en los casos del grupo 1, el agente implicado
circularía de forma independiente en cada una de ellas, ligado, probablemente, a
vías de transmisión particulares. Por otra parte, hemos visto que el subtipo ad fue
siempre más abundante entre los casos de VHB2 que entre los portadores
convencionales de VHS, excepto en el caso de los ADVP, para los que esta
diferencia fue prácticamente inexistente. Estos resultados sugieren que el VHS y
el agente presente en los casos de V?-162 únicamente compartirían la vía parenteral
como principal modo de transmisión en los ADVP, transmitiéndose por medios
diferentes en la población general. En este sentido, se ha sugerido que el VHS2
podría transmitirse oralmente, habiendo sido puesta de manifiesto, con elevada
frecuencia, su circulación conjunta con agentes como el VI-lA, que usan
habitualmente esta vía (146>. El VHB2 podría tratarse, pues, de una variante de
VHB con capacidad para transmitirse por vía oral produciendo infecciones leves e
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incluso silentes. Una vez producida la mutación responsable, la expresión del
determinante d podría ser más favorable a la vía de transmisión oral que la del
determinante y, exponiendo, quizás, una configuración más adecuada para estos
fines. Así, aunque las variaciones se producirían con igual frecuencia en ambos
subtipos, las partículas ad circularían más fácilmente debido a su mayor
transmisibilidad, traduciéndose en un incremento de su frecuencia relativa con
respecto a ay. Esta selección de variantes ad no se produciría cuando la vía de
transmisión fuera otra diferente de la oral, como en el caso de los ADVP,
manteniéndose las proporciones de ambos subtipos en los mismos términos que
en los casos convencionales. Este modelo presupone, pues, la existencia de una
mutación, o mutaciones, que afecten tanto a su transmisibilidad, favoreciendo la
vía oral, como a su patogenicidad, produciendo síntomas más leves, como a su
expresión antigénica, permitiéndoles infectar en presencia de anticuerpos
específicos para VI-IB. La ausencia de respuesta inmune posterior a la infección
podría explicarse por dichas alteraciones antigénicas, viéndose favorecida por las
propias características de la vía de transmisión oral. Recientemente, se han
detectado mutantes naturales del HBV que presentan delecciones importantes en
el gen X, que codifica para el transactivador de transcripción del genoma viral
(136>. El efecto esperado de dichas delecciones sería la síntesis de un HBxAg no
funcional, incapaz de ejercer como transactivador de transcripción. Los pacientes
infectados sufrieron episodios de elevacióndiscreta de los niveles de transaminasas
en suero, sin que fuera pasible detectar en ellos antigenemia (HBsAg, l-iBeAg> ni
respuesta de anticuerpos frente a componentes estructurales (anti-HBc, anti-HBs).
Además algunos de ellos fueron posteriormente reinfectados con éxito por cepas
salvajes de VHB, indicando así que los mutantes encontrados no indujeron
inmunidad a la reinfección. Así, parece posible que la infección por mutantes
incapaces de sintetizar un HBxAg funcional daría lugar a una muy baja replicación
viral, insuficiente para provocar una respuesta de anticuerpos suficiente para
generar inmunidad, situación que presenta claras similitudes con algunos de los
hallazgos típicos de la infección por VHB2. Por lo tanto, es posible que exista
alguna relación entre el fenómeno VI-162 y la infección por mutantes defectivos en
la síntesis de un HBxAg funcional. En cualquier caso, el conocimiento de la
98
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secuencia completa de estas variantes debe darla clave para la resolución de estas
cuestiones.
D> SUBTIPOS ANOMALOS
d.1 Coexistencia de determinantes de subtipo.
dA.1 Discriminación de grupos
Veintitrés de las muestras estudiadas quedaron indeterminadas tras ser
ensayadas en EIA indirecto con los AcM de subtipo H95C (anti-d> y H100 (anti-y>,
por presentar reactividad simultánea para ambos, siendo la razón entre la
absorbancia mayor y la menor inferior a 5 (Tabla XII). En todos los casos excepto
Z29 la absorbancia obtenida con el AcM anti-d fue mayor que la correspondiente
al anti-y. La doble reactividad con los AcM de subtipo podría haber sido, pues
causada, bien por la presencia de un subtipo ad de los que cruzan con el AcM
H1OC (adw4, adr, tabla V>, bien por una verdadera coexistencia de determinantes
de subtipo, como en el caso de la muestra adyw del panel de referencia empleado
en la puesta a punto de los métodos. La primera posibilidad se excluyó en la
muestra Z29, al presentar, al igual que la muestra adyw del panel de referencia,
mayor absorbancia con el AcM anti-y que con el anti-d.
El EIA de inhibición redujo a tan solo siete el número de muestras
indeterminadas <% inhibición superior a 40 con ambos AcM>, aunque otras cuatro
no pudieron ser ensayados por no disponerse de suficiente volumen de muestra.
Estas siete muestras fueron caracterizadas, siempre que fue posible, con el
resto de los AcM en EIA indirecto, con antisueros policlonales en
contrainmunoelectroforesis y por PCR <tabla XIII>.
Todas ellas fueron reconocidas por otros dos AcM específicos de
determinante d, aunque Z29 no lo fue por el AcM M5H7 debido, probablemente a
un problema de sensibilidad de la técnica, ya que se trata de la muestra para la que
se obtuvo menor señal con los otros AcM. El AcM 4C6 (anti-y) se comportó como
el H1OC reaccionando con todas las muestras. Sin embargo, el AcM 3457 no
99
Tabla XII: Muestras con coexistencia de determinantes de subtipo
0433
9; 94
38 94
Raz = cociente (mayor/menor) entre Las absorbancias obtenidas con Los AcM H95C y <OC. Los valores de FIA
indirecto corresponden a unidades de absorbancia, mientras que Los de EJA de inhibición son porcentajes de
inhibición. Los casos en negrita permanecieron indeterminados incluso en EM de inhibición.
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reconoció a cinco de ellas, aunque sí las dos restantes (027, Z29). Tres de las
cinco muestras no reactivas con 3457 pudieron ser subtipadas como adw4 por
POR, pudiendo ser comprobado el resultado mediante antisueros policlonales de
referencia en una de ellas (851H). La muestra adw4 del panel de referencia de
subtipos se comportó de la misma manera (tabla V), mostrando reacción de cruce
con H1OC y 406 pero no con 3457.
Las muestras 027 y Z29 fueron, sin embargo, reconocidas por el AcM 3457,
conteniendo, además, genomas de subtipos de los que no presentan reacciones de
cruce con AcM de especificidad heteróloga, al igual que la muestra de subtipo
mixto (adyw) del panel de referencia. La muestra 027 mostró además presencia
simultánea de los determinantes w y r (subtipo adywr). La reactividad para ambos
AcM de subtipo pareció, pues, responder, en estas dos muestras, a la verdadera
coexistencia de determinantes de subtipo mutuamente excluyentes, siendo causada
por reacciones de cruce en los casos restantes.
d.1.2 Muestras del subtipo adw4
.
Las muestras de este subtipo fueron, pues, detectadas de forma indirecta
debido a su reacción de cruce con el AcM anti-y empleado en el estudio.
Posteriormente, la falta de reactividad con el AcM anti-y 3457 y su reactividad
para 4111 <anti-w> permitió clasificarlas como adw, distinguiéndolas de las
muestras con coexistencia de determinantes de subtipo, reactivas para 3457. De
los dos subtipos adw <adw2, adw4) del panel de referencia, solo adw2 estuvo
exento de reacciones de cruce con los AcM H100 y 406, por tanto las muestras
en cuestión debían pertenecer al subtipo adw4. Tres de éstas muestras pudieron
ser subtipadas como adw4 por POR, hecho que pudo comprobarse en una de ellas
mediante antisueros de referencia. En la figura 22 se muestran las secuencias del
fragmento 101-180 del HBsAg correspondientes a las tres muestras subtipadas por
PCR, comparándose con secuencias publicadas de todos los subtipos y grupos
genotípicos. Tal y como era de esperar, todas ellas pertenecieron al genotipo F,
englobado exclusivamente por muestras del subtipo adw4. Las muestras 851H-2
y 413-2 son muestras de seguimiento tomadas 18 y 13 meses después
respectivamente.
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Resultadosy discusión
Sus secuencias no contienen cambios con respecto a las respectivas anteriores, lo
cual está de acuerdo con el rango de mutación del VHB <1 Q-5 sustituciones/posición
laño). Estos datos apoyan lo dicho en trabajos previos acerca de la homogeneidad
del subtipo adw4 (47, 48). Sin embargo, las secuencias publicadas en dichos
trabajos proceden de Francia, país donde, al igual que en España, adw4 debe ser
considerado un subtipo alóctono a la vista de su escasa presencia. Este subtipo
sólo alcanza prevalencias importantes en algunos países sudamericanos como
Argentina o Chile (94), y en varias islas polinésicas (hecho del que podrían
derivarse interesantes conclusiones acerca de la procedencia del hombre
americano>, sin que se disponga de la secuencia de cepas de estas áreas que
puedan avalar la homogeneidad de adw4. Además de ser frecuente entre la
población general de Chile y Argentina, el subtipo adw4 resultó ser el único
presente entre los indios Cuivas de Venezuela (94), pese a estar prácticamente
ausente en la población general de los países circundantes (no existen datos sobre
el resto de Venezuela). Las cepas adw4 españolas podrían, pues, proceder de la
población indígena sudamericana, habiendo sido importadas en cualquier momento
posterior a la colonización. Sin embargo, su escasa presencia (ver más adelante>
aboga por una introducción no muy lejana. Las cepas francesas podrían tener el
mismo origen, aunque este país mantiene posesiones en Polinesia desde donde
podría, igualmente, haber sido importado, en cuyo caso la homogeneidad del
subtipo seria evidente, dada la similitud entre las cepas francesas y españolas
(figura 22).
Si excluimos los dos casos con mezcla de subtipos, sólo tres de las 21
muestras con reactividad para ambos determinantes de subtipo por EIA indirecto
han podido ser totalmente caracterizadas como adw4. Solamente ocho de las 18
restantes pudieron ser ensayadas con el resto de los AcM, comportándose de igual
manera que las tres precedentes y quedando clasificadas como adw. En la tabla
XIII figuran los resultados de dos de ellas (084, S99>. Pese a no disponerse del
subtipado completo podemos considerar a estas ocho muestras como adw4, ya
que adw2 no cruza con ningún AcM anti-y. Las diez muestras restantes sólo
pudieron ser caracterizadas frente a los AcM del estudio de distribución (tabla XII),
por lo que no podemos discernir de forma definitiva si contienen un subtipo ad de
104
Resultados y discusión
los que cruzan o una mezcla de subtipos. Los bajos porcentajes obtenidos en EIA
de inhibición en seis de ellas, OC 38%) contrastan con los obtenidos con las dos
muestras con mezcla de subtipos <> 76%>, inclinándonos hacia la primera
posibilidad. Las cuatro restantes no pudieron ser ensayadas en EIA de inhibición.
La presencia de adr no ha podido ser demostrada en ninguna de las muestras
precedentes, siendo además menos probable que la de adw4, dado su origen
geográfico. Si consideramos, de una forma un tanto especulativa, como adw4 a
las 21 muestras, la prevalencia media de este subtipo en el grupo 1 sería de un 2.2
%, oscilando entre el 4% en Madrid y Barcelona y el 0.7% en Asturias, estando
ausente únicamente en Valladolid y Navarra. No resultó especialmente frecuente
en ninguna población de riesgo, apareciendo en una u otra de forma aleatoria en
cada localidad.
Resulta, sin embargo, llamativa su distribución en las instituciones para
disminuidos psíquicos del grupo 3 (tabla Xl, ya que, pese a que sólo fue detectado
en tres centros, fue el único encontrado en dos de ellos (Segovia 3: muestra 582,
y Zamora 1:S99, 5100, SiOl). En la otra institución (Valladolid 1: muestra S106>
coexistió con ad (adw2) y ay. Estos resultados resaltan el aislamiento
epidemiológico de estas instituciones cerradas frente a la población normal,
llegando a circular de forma exclusiva subtipos muy minoritarios en la población
normal, transmitiéndose dentro de la propia institución a través de vías
desconocidas. La institución Zamora 1 constituye un buen ejemplo de propagación
de la infección a partir de un caso índice, ya que la importación de más de un caso
de un subtipo tan poco usual resulta muy improbable.
Por último, no debemos excluir la posibilidad de que adw4 tenga una presencia
mayor que la reflejada en el estudio, ya que, al haberlo detectado en primera
instancia por una reacción de cruce, podríamos haber perdido los casos con una
concentración de HBsAg lo suficientemente baja como para que la señal de cruce
sea indetectable, mientras que la específica quede por encima del valor de corte,
resultando la muestra clasificada normalmente como ad. No obstante, la
prevalencia de adw4 calculada en este estudio está de acuerdo con los datos de
países circundantes (94>.
105
Resultados y discusión
d.1 .3 Muestras con coexistencia de determinantes de subtipo
Únicamente dos de entre todas las muestras positivas simultáneamente para
los dos AcM de cribado parecieron contener verdaderamente ambos determinantes
de subtipo, al ser posteriormente reconocidas por el resto de los AcM, incluido el
3457. Ambas pudieron ser subtipadas por PCR, y secuenciados sus fragmentos
101-180 del gen de HBsAg (figura 22).
La muestra Z29 fue subtipada como adyw, siendo, sin embargo amplificadas
exclusivamente genomas del grupo ayw2/ayw3. Sorprendentemente, su secuencia
presentaba Usina en la posición 122, debiéndose considerar del subtipo ad por este
criterio, en clara discrepancia con los resultados de PCR. Sin embargo, quedó
englobada dentro del genotipo D, integrado, hasta la fecha, exclusivamente por los
subtipos ayw2 y ayw3. La tirosina en posición 134 se considera, igualmente,
específica de ayw2 y ayw3, estando presente en Z29. Resulta también llamativo
el hecho de que sea valina el residuo 1 28, posición ocupada por alanina en todas
las secuencias publicadas hasta el momento. La posición 160 está ocupada por una
lisina, de acuerdo con la expresión del determinante w. Este caso corresponde a
un paciente de 55 años procedente de Zaragoza, sin factores de riesgo conocidos,
anti-HBe positivo y afectado de cirrosis hepática.
El caso 027 no sólo presentó doble reactividad para los determinantes d/y,
sino también para w/r, siendo subtipado como adywr. Sin embargo, sólo se
amplificaron secuencias del grupo adw2/adr. De acuerdo con este último resultado,
la secuencia resultó del subtipo adw, al tener lisina tanto en 122 como en 160. La
secuencia correspondiente a la muestra de seguimiento 027-2 presentó los mismos
residuos en las posiciones clave 122 y 160, aunque mostraba variaciones en otras
tres posiciones. La tasa de mutación resultante sería de 8 X 1W sustituciones/
posición/año, en claro contraste, tanto con las estimaciones admitidas actualmente,
en torno a íO~, como a lo observado en los casos 851H y 413, pertenecientes al
subtipo adw4. Este caso corresponde a un paciente de 47 años, que lleva toda su
vida internado en instituciones para disminuidos psíquicos. Su historia familiar se
desconoce ya que fue abandonado por sus padres en los primeros momentos de
su vida. A pesar de no sufrir síndrome de Down, este paciente presenta rasgos
mongoloides no atribuibles a ninguna otra patología congénita, según afirman los
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médicos que le tratan (Dra. Amelia González corn. persj. Podría tratarse, pues, de
un rasgo étnico, siendo hijo de una madre de raza amarilla portadora de HBsAg de
subtipo adr o ayr, habiendo contraído la infección en el momento del parto, lo cual
explicaría la presencia del determinante r, presente de forma exclusiva en Extrema
Oriente. Su condición de portador positivo para HBeAg resultaría compatible con
la infección perinatal.
La expresión simultánea de determinantes excluyentes de subtipo no pudo ser,
pues, correlacionada con la amplificación de secuencias de distinta especificidad
en ninguno de los dos casos. En uno de ellos la especificidad de subtipo obtenida
por PCR estuvo de acuerdo con la secuencia obtenida, mientras que en el otro
fueron discrepantes. Las secuencias obtenidas en ambos casos comparten la
característica de ser del subtipo adw (122, 160 Lys>, a pesar de pertenecer al
grupo D, integrado exclusivamente por cepas ayw <ayw2, ayw3>. En este sentido,
las peculiaridades observadas en las secuencias estarían de acuerdo con el carácter
antigénico mixto detectado con los AcM. Estos datos, aparentemente
contradictorios, podrían explicarse si existieran partículas mixtas generadas por
mezcla fenotipica, tal como ha sido descrito en otros casos similares (44, 75). Al
hacer la secuenciación sin clonaje previo se habría obtenido la secuencia consenso
de la mezcla, que presentaría características de cada una de las cepas individuales,
aunque reflejando fundamentalmente la secuencia de la que se encuentra en mayor
proporción. La elevada tasa de mutación encontrada en el caso 027, sería un
artefacto generado por la escasa repetitividad obtenida al estar secuenciando una
mezcla de diferentes estirpes. Creemos que éste es un argumento de peso en favor
de la interpretación de la coexistencia de subtipos como una mezcla fenotípica, en
lugar de una mezcla genotípica generada por recombinación. El resultado de PCR
nos estaría indicando cual de las cepas de la mezcla está replicando con mayor
actividad, aunque esta conclusión discreparía con el predominio en la muestra Z29
de genomas con lisina en la posición 122.
Tal como indicábamos en la introducción, se conocen dos posibles causas de
mezcla fenotípica de HBsAg: infección simultánea o sucesiva por subtipos
diferentes, o salto antigénico producido en un subtipo por mutación en un residuo
clave (122, 160). La primera de ellas resultaría probable en el caso 027 ya que
107
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existe coexistencia de los cuatro determinantes de subtipo y las cepas
coinfectantes parecen diferir, al menos, en tres posiciones. Al tratarse de un
paciente que lleva toda la vida internado en instituciones para disminuidos
psíquicos, el riesgo de haber podido sufrir múltiples exposiciones al VHB es
elevado. Por otra parte, estas características epidemiológicas son muy semejantes
a las de uno de los primeros casos de coexistencia de determinantes de subtipo
descritos en la literatura (120), correspondiente a una mujer de 47 años que llevaba
internada en centros especiales para disminuidos psíquicos desde la niñez. El único
caso adywr completamente caracterizado <75> fue generado por este mecanismo.
En cuanto al caso Z29 no disponemos de datos que nos permitan decantarnos por
ninguno de los dos mecanismos. Estas dos muestras supusieron el 0-3% del total
de casos de portadores de HBsAg, excluyendo los casos de HBV2 ya que fueron
detectados por EIA de neutralización, ensayo en el que este tipo de casos pasarían
por subtipos normales.
d.2 Ausencia de determinantes de subtipo.
Ocho muestras quedaron indeterminadas al no ser reconocidas por ninguno de
los dos AcM específicos de subtipo empleados en el estudio de distribución, a
pesar de haberlo sido por el AcM H35C, específico de determinante común. Seis
de ellas fueron tituladas hasta punto final en AUSZYME EIA, siendo el menor título
obtenido <muestra PA17) de 1/40000, 4000 ng/ml de HBsAg, es decir,
cuatrocientas veces por encima del límite de detección del EIA indirecto. Al ser
analizadas con el resto de los AcM se obtuvieron tres tipos diferentes de resultados
(tabla XIV).
Cinco de ellas (1043, 1157, 2030, 2036, 2501> no fueron reconocidas por
el AcM anti-a 3AD5, siéndolo por el AcM anti-y 4C6, aunque no por 3457, y por
el AcM anti-w.
La muestra 1056 tampoco reaccioné con 3AD5, diferenciándose del grupo
anterior en que no fue reconocida por ningún AcM de subtipo.
A diferencia del resto, la muestra PA17 reaccionó con 3AD5 aunque no con
4B5, siendo reconocida por 4C6 y por el AcM anti-w al igual que las seis primeras
muestras.
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La muestra 0153, negativa para 3AD5, no pudo ser ensayada con todos (os
AcM de subtipo al no disponerse de suficiente volumen.
Cinco muestras presentaron ADN de VHB a concentraciones detectables por
el ensayo de subtipado por POR. Las secuencias amplificadas fueron del grupo
ayw2/ayw3 en todos los casos (tabla XV> independientemente del patrón de
reactividad con AcM que presentaran, aunque no fue posible amplificar ADN de
VHB en la muestra PA17.
Todas estas muestras, excepto 0153, fueron enviadas al “National Institute
of Virology” de Glasgow, donde fue secuenciado el fragmento 103-177 del gen
del HBsAg. A modo de controles fueron también secuenciadas 27 muestras
pertenecientes a los mismos grupos de riesgo (figura XV). Diez de ellas (cinco ad
y cinco ay> pertenecientes a adictos a drogas por vía parenteral del grupo 1 .b
fueron seleccionados como controles para los casos 1043, 1157, 2036 y 1056,
así como otras tantas de pacientes sin riesgos de infección conocidos del grupo 1 .a
provenientes de localidades diferentes de Navarra lo fueron como controles del
caso 2030. Dada la homogeneidad exhibida por estas poblaciones de riesgo en
cuanto a distribución geográfica de subtipos, no se consideró imprescindible que
las localidades de procedencia de los controles coincidieran con las de las
muestras, en cuyo caso no se hubiera podido disponer de controles para los casos
1043 y 2036. Dada la peculiar distribución de subtipos encontrada en Navarra, se
incluyeron como controles particulares de la muestra PA17 siete muestras (2 ad,
5 ay) procedentes de la misma localidad. Cada uno de los patrones de reactividad
con AcM observados pudo correlacionarse con una mutación puntual diferente (fig
XV>.
Las cinco muestras no reconocidas por el AcM anti-a 3AD5 ni por los AcM
anti-y HíQO y 3457 presentaron leucina en la posición 143, al contrario que los
controles, lo cuales tenían treonina o serma como todas las secuencias publicadas
hasta la fecha.
La muestra 1056, negativa para 3AD5 y para todos los AcM de subtipo,
presentó la misma mutación en la posición 143 (Thr/Ser—*Leu>, pero acompañada
de una sustitución Pro -. Ser en la posición 120.
La muestra PA17, positiva para 3AD5 pero negativa para 465 y para los AcM
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anti-y H1OC y 3457, presentó ácido glutámico en la posición 144, a diferencia de
los controles y de todas las secuencias publicadas que tenían ácido aspártico en
esta posición.
Tabla XV
A141NQA~DO
flAto’
isa
~57
os
03
SO 24$
05
Al
Asp* contrairninoetectroforesís con antísueros polictonales, Proc.= Localidad de procedencia, ND= no
determinado, AOVP= adictos a drogas por vía parenteral, SANT= personal sanitario, JA= Jaen, N0 Madrid, AW
Avila, AS= Asturias, NA= Navarra.
Al igual que todos los controles ay, todas las muestras presentaron arginina
en la posición 122 y lisina en la 160, de acuerdo con los resultados de PCR y con
la reactividad para los AcM 4C6 (anti-y> y 4111 (anti-w>. Los controles ad
presentaron lisina en ambas posiciones.
Parece, pues, que la posición 143 interviene en los sitios de unión tanto del
AcM 3AD5 como de Hl OC y 3457, pese a no compartir la misma especificidad de
subtipo. Sin embargo, los AcM H35C, 1 DE2 y 4C6 no parecen verse afectados por
este cambio. La distorsión producida en la molécula por el cambio de un residuo
polar como serma o treonina por uno hidrofóbico como leucina, justifica fácilmente
111
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el efecto encontrado, cosa que no ocurre con la mutación en 144, ya que el ácido
aspártico y el ácido glutámico son aminoácidos de estructura y polaridad
semejantes. Sin embargo, la reactividad con los AcM H1OC y 3457 también se vio
afectada por este cambio. Es destacable que el AcM 3AD5 pudiera unirse al
mutante en 144 de la muestra PA 17, pese a la contigúidad con el residuo 143,
clave para su reactividad. De la misma forma, la unión del AcM 465 no se vio
afectada por la mutación en 143, pero si por la de 144. Tal como corresponde a
la importancia de la prolina en la estructura de las proteínas, su pérdida en la
posición 1 20 del I-lBsAg presente en la muestra 1056 tuvo efectos drásticos sobre
el determinante y, aboliendo la reactividad de los tres AcM con dicha especificidad.
Sin embargo, no pareció afectar al determinante a, ya que la falta de reactividad
con 3ADS puede explicarse por la mutación en 143. La ausencia de determinante
w en la muestra 1056 puede ser debida a Ja falta de reactividad, bien con el AcM
anti-a 3207, bien con el AcM anti-w 4111, pues no debemos olvidar que este
último AcM, al igual que 3423, 3457, y 313, fue siempre ensayado tras un paso
previo de captura mediante el AcM anti-a 3207. Dado que el resto de las muestras
fueron reactivas con el AcM anti-w, podemos asegurar que la mutación en 143 no
afectó a la fase de captura con 3207, lo cual nos ha permitido achacar la ausencia
de reactividad con el AcM anti-y 3457 observada en todas las muestras a la
modificación del epítopo reconocido por este último AcM. Sabemos que la unión
del AcM 4111 es dependiente de la lisina 160 (46), posición lo suficientemente
alejada de 120 como para que nos decantemos por la hipótesis de que fue la
captura previa a través del AcM 3207 la que se vio afectada por la pérdida de la
prolina en esta posición.
En el caso 2030 se dispuso de una muestra de seguimiento de tres meses,
en la que se mantuvo el mismo patrón de reactividad antigénica.
En el capítulo de la introducción correspondiente a variantes anómalas,
velamos como algunas fueron consideradas, por su reactividad con AcM, como
defectivas en determinantes de subtipo (46,122,124> y otras como a-defectivas
(117,125,126,127,128,129,130), a pesar de que las mutaciones responsables de
ambos defectos antigénicos se localizaban en posiciones muy cercanas e incluso
coincidentes, como es el caso de la 145, cuyo cambió Gly -‘Ala inducía ausencia
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de determinantes de subtipo (46), mientras que cuando era Gly -. Arg producía
ausencia de expresión de determinante común con expresión normal de
determinante y de subtipo al ser medida con unos AcM (126), mientras que
producía ausencia de determinante d de subtipo y alteración del determinante a al
ser medido con otros (l28flfigura 23>. En el presente estudio se han manejado
varios AcM para cada determinante, demostrándose que cada una de las muestras
podía haber sido considerada como defectiva en determinante común, defectiva en
determinantes de subtipo o como un subtipo ay normal dependiendo de los AcM
considerados. La denominación de una variante como defectiva en uno u otro
determinante es, pues, relativa, y depende de los reactivos utilizados, ya que cada
determinante de subtipo parece estar constituido por diversos epítopos
reconocibles por AcM. Así, todos los AcM anti-a reconocieron a todos los
miembros del panel de referencia, tal como corresponde a su especificidad, sin
embargo, solo H35C y 1DE2 se comportaron de esta manera con las variantes
antigénicas, mostrando los AcM 3AD5 y 4B5 un comportamiento diametralmente
opuesto con respecto a las mutaciones en 143 y 144. Por último, el AcM 3207
pareció verse afectado únicamente por la posición 120, aunque también lo fue por
mutaciones en 145 cuando el cambio fue Gly -. Arg (128>, pero no Gly -. Ala (46).
Por todo ello, pensamos que estos cinco AcM reconocen, al menos, cuatro
epitopos diferentes dentro del determinante común del l-lBsAg. De forma similar,
cada uno de los tres AcM anti-y parece reconocer un epítopo diferente dentro de
este determinante, ya que el AcM l-I1OC se vio afectado por todas las mutaciones
al igual que 3457, pero ambos se diferenciaron en su comportamiento con los
subtipos adw4 y adr, con los que sólo cruzó el primero. El AcM 465 no se vio
afectado por las mutaciones en 143 y 144, diferenciándose en ello de los dos
anteriores. Los antecedentes bibliográficos nos muestran que H1OC no parece ser
dependiente exclusivamente la arginina en 122, ya que no se vio afectado por la
variación artificial de este residuo (68). Sin embargo, un simple cambio de lisina a
arginina en esta posición fue suficiente para inducir la reactividad de el AcM 3457
(44, 74>. Del AcM 465 no sabemos más que no es afectado por la variación del
aminoácido 145, lo cual estaría de acuerdo con nuestros resultados, que revelan
su independencia de 143 y 144. En cuanto a los tres AcM específicos de
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Figura 28.— situación de las mutaciones encontradas en nuestras muestras en oomparacmón
con las descritas en la lIteratura.
determinante común
O determinante d/y de subtipo
• uno u otro según el articulo
A descritas en este trabajo
Loa residuos marcados con O corresponden a custeinas. mndicándose los puentes disuifuro
responsables de la formación de bucles antígénicos. Los números indican la posición
dentro de la secuáncia del MBsAg.
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determinante d, poco podemos aportar, salvo coincidir con otros autores (68> al
no encontrar indicios que permitan sospechar la existencia de varios epítopos
dentro del determinante d. Tanto H95C (63> como 3423 (44,76) son AcM
dependientes de la posición 122, sin que existan datos publicados sobre M5H7.
Finalmente, tanto 4111 como 313 son dependientes de la posición 160 <69>. La
reactividad con antisueros policlonales no se vio afectada por la mutación puntual
en 143, debido a que estos reactivos pueden continuar reconociendo otros
epítopos no mutados dentro del mismo determinante. Por esta razón, y teniendo
en cuenta que los subtipos de HBsAg fueron descritos mediante estos reactivos,
creemos que los antisueros policlonales deben constituir los reactivos de referencia
para el subtipado de HBsAg.
De todas las mutaciones encontradas en nuestras muestras, solo la 144 Asp
—. Glu ha sido descrita previamente (46>. Fue considerada como una variante
defectiva en determinantes de subtipo, ya que fue caracterizada los mismos AcM
del Instituto de Inmunología de Tokio que hemos empleado en este trabajo,
conclusión a la que se también se hubiera llegado con los de laboratorios Abbott,
pero no con los de Sorín Biomédica, habiendo sido considerada como una variante
defectiva en determinante común en este último caso.
La mayoría de las variantes antigénicas descritas previamente fueron
detectadas por su capacidad de infectar en presencia de anti-HBs inducido por la
infección natural o por vacunación, o de anticuerpos monoclonales frente a
determinante común administrados como medida profiláctica tras el trasplante
hepático a pacientes portadores de HBsAg (129). La caracterización antigénica y
la determinación de la mutación responsable fueron hechas con posterioridad. El
trabajo donde se describe la mutación 144 Asp —‘ Glu <46> constituye una
excepción a esta norma, ya que las variantes fueron detectadas de la misma
manera que las nuestras, es decir, directamente por sus alteraciones antigénicas,
cuya base molecular pudo ser posteriormente establecida. Sin embargo,
desconocemos el significado biológico y la importancia sanitaria de dichas
mutaciones. Según el modelo de cuasiespecies <118>, la población de un virus que
infecta a un individuo es una mezcla de diferentes variantes en la que predominan
aquellas con mayor adaptación al medio existente en el huésped. El resto
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continuaran siendo miembros minoritarios de la población, a menos que aparezca
un nuevo factor en el medio que les confiera ventaja sobre las estirpes
mayoritarias, en cuyo caso las desplazarán, emergiendo como población dominante.
Este tipo de variantes antigénicamente alteradas podrían, pues, encontrase de
forma habitual en los portadores de l-fBsAg, aunque enmascaradas por fas cepas
predominantes, definidas en nuestro caso por las secuencias de los controles. El
predominio de variantes antigénicamente alteradas encontrado en las muestras
objeto de este apartado debería, pues, tener su causa en algún factor selectivo. La
enorme proximidad de las mutaciones aquí descritas a las posiciones alteradas en
las variantes capaces de escapar a la respuesta inmune (figura 23), permite
sospechar que puedan compartir esta misma propiedad. En este sentido, dos de
nuestros casos mostraron coexistencia de HBsAg y de anti-HBs, aunque, por otra
parte, durante un estudio de subtípado de HBsAg y anti-HEs hecho sobre 21
muestras con coexistencia de dichos marcadores, sólo una de ellas <2501> mostró
anormalidades antigénicas. Sin embargo, en 13 de ellas las especificidades del
HBsAg y del anti-HBs fueron diferentes <figura 24>, de acuerdo con otros trabajos
previos (156,157,158,159,160,161,162>. El subtipado de anti-l-IBs fue realizado
mediante un EIA de neutralización semejante al descrito para subtipado de HBsAg,
pero empleando por separado HBsAg ad y ay como neutralizante, de forma que si
el porcentaje de neutralización era superior a 50 con ad e inferior con ay, el anti-
HBs se consideraba como anti-d, a la inversa como anti-y, siendo considerado
como anti-a de subtipo desconocido <anti-a? en la figura) cuando era superior a 50
con los dos. Dado que el determinante inmunodominante es el a, cabría esperar que
el anti-HBs de pacientes inmunes fuera neutralizado por ambos subtipos, quedando
indeterminado en la mayoría de los casos, por lo que el método no resultaría válido.
Por ello, el anti-HBs encontrado en estas 13 muestras se puede considerar como
monoespecífico de subtipo, pudiendo provenir de una infección previa con una
variante no inductora de respuesta inmune frente a determinante a, cuyos
anticuerpos, por tanto, no protegieron frente a una segunda infección por un
subtipo normal. La muestra 2501 nos mostraría el caso inverso. Sin embargo, no
pudimos disponer de un panel de pacientes convalecientes tras la infección por un
HBV previamente subtipado lo suficientemente completo como para poder valorar
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adecuadamente la técnica de subtipado de anti-HBs, razón por la cual se ha
decidido no incluir este estudio como un apartado de la tesis y comentarlo aquí de
forma breve, y siempre considerando este inconveniente metodológico a la hora de
valorar los resultados. Ninguno de los trabajos publicados con anterioridad que
emplean esta misma técnica aporta dicha valoración. La mayoría de las variantes
aquí descritas se encontraron en ausencia de anti-HBs, sin que exista, por tanto,
presión inmunológica que justifique su selección. Estos pacientes podrían haber
sido directamente infectados por el mutante, que habría sido previamente
seleccionado en el huésped que los contagió. En este sentido, se han descrito
casos de transmisión vertical de variantes 144 Asp -. Glu en ausencia de
vacunación del neonato (46).
La propia detección de las muestras en EIA indirecto podría abogar en contra
de la posible capacidad de escape de estas variantes a la respuesta inmune, ya que
supone su reactividad con anti-HBs policlonal en la fase de captura. Sin embargo,
ésta podría estarse verificando a través de anticuerpos no neutralizantes, aun
cuando los epitopos claves en la neutralización viral estuvieran alterados.
En cualquier caso, la respuesta última al significado biológico y a la posible
importancia patológica de estas mutaciones deberán darla experimentos de
transmisión a animales previamente inmunizados.
Dos de los pacientes que presentaban estas variantes fueron positivos para
HBeAg, mientras que uno de los seis restantes, todos anti-HBe positivos, lo fue
durante años, produciéndose la seroconversión tras tratamiento con interferón a.
En dos de los cinco restantes se pudo amplificar ADN de VHB por PCR. Asimismo,
las muestras 1043, 0153 y 1056 presentaban serología positiva a VHD. Todos
estos datos nos muestran que las mutaciones detectadas no alteran la capacidad
replicativa de los virus ni las funciones de ayuda necesarias para el establecimiento
de infección por VHD. La variante 144 Asp -. Glu, fue la única que no pudo
asociarse marcadores de replicación activa ni a infección por VHD.
Las ocho muestras portadoras de variantes pertenecían al grupo 1, aunque
tres de ellas no procedían de ninguna localidad de las analizadas en el estudio de
distribución de subtipos. Las cinco restantes supusieron el 0.9% del total del
grupo, oscilando entre un 0.4% para los pacientes sin riesgos de infección
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conocidos <subgrupo a> y un 2.3% para los ADVP. Los únicos datos publicados de
prevalencia de este tipo de variantes proceden de un estudio de subtipos en más
de 5000 donantes de sangre japoneses, entre los que encontraron variantes
defectivas en determinantes de subtipo <tanto d/y como w/r> con una prevalencia
del 0.08% (122>, unas diez veces menor que la aquí descrita. Las mutaciones
encontradas en Japón afectaban a las posiciones 160, 145 y 144 (46>,
coincidiendo únicamente con nosotros en este último caso. Resulta llamativo que
en un trabajo tan amplio no hayan encontrado la mutación en 143, la más
frecuente en nuestro estudio, ya que, además, los AcM por ellos empleados fueron
el 3207, 3423, 3457, 4111 y 313. El AcM anti-y 3457 no reacciona con estas
variantes dando un patrón de ausencia de determinantes de subtipo en muestras
ay. Sin embargo, este subtipo es muy infrecuente en Japón <122>, donde la
práctica totalidad son ad, subtipo donde no hemos encontrado dicha mutación,
bien porque el mutante no sea viable, bien porqué no afecta al epitopo reconocido
por el AcM H95C, habiendo pasando desapercibidas. De la misma forma, la unión
con el AcM anti-d empleado por ellos (3423> podría no verse afectada por dicha
mutación en 143. Sin embargo, aquí queda demostrado que la mutación 144 Asp
-. Glu descrita originalmente en adr, puede ocurrir también en ayw3. La causa de
que no hayamos encontrado la mutación 145 Gly -. Arg, descrita en Italia (126),
Inglaterra (127>, Japón (128) y Singapur (117), podría, igualmente, estribar en que
dicha mutación no afectó a la reactividad de ninguno de los tres AcM empleados
en el estudio inicial.
La mayoría de los EIA comerciales de detección de HBsAg empleados en el
diagnóstico de la infección y en los bancos de sangre emplean AcM específicos de
determinante común en la fase de captura o como conjugados. Si el AcM 3AD5 se
hubiera empleado con estos fines, el ensayo hubiera sido incapaz de detectar
HSsAg en las siete muestras portadoras de mutantes en fa posición 143, algunas
de las cuales deben considerarse altamente infecciosas al ser positivas para HBeAg.
Cabe esperar que dentro de la amplia oferta comercial de este tipo de equipos haya
algunos que puedan incluir anticuerpos monoclonales incapaces de detectar estas
variantes, pudiendo causar errores diagnósticos, ocasionando, incluso, casos de
hepatitis postransfusional. Sería importante, pues, que este tipo de variantes
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fuesen consideradas en los protocolos de valoración de ensayos de detección de
HBsAg ya que, pese a su escasa presencia porcentual, el número de casos de
infección por VHB diagnosticados anualmente es lo suficientemente alto como para
que puedan producirse errores graves en un número apreciable de muestras.
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La disponibilidad de herramientas metodológicas capaces de diferenciar
grupos de cepas de un mismo agente resulta de gran interés para el conocimiento
de la epidemiología de las enfermedades infecciosas. El análisis antigénico mediante
antisueros permitió el establecimiento de tipos y subtipos de muchos agentes que
resultaron excelentes herramientas epidemiológicas. En algunos casos, el tipado
excede dicho interés epidemiológico, existiendo correlaciones entre tipos o subtipos
y diferentes manifestaciones clínicas de la infección. La introducción de los
anticuerpos monoclonales y el desarrollo de las técnicas de biología molecular hizo
posible la extensión de estos estudios a virus no cultivables y llevó la capacidad de
discriminación más allá de los tipos y subtipos, propiciando el nacimiento de una
nueva disciplina denominada Epidemiología Molecular, cimentada en los
conocimientos adquiridos previamente con los métodos clásicos. Los subtipos de
VHB fueron descritos a principios de los años 70 (27>, revelándose como
marcadores epidemiológicos útiles en estudios de transmisión y circulación viral
(106, 107, 109). Cada uno de ellos presenta una distribución geográfica
característica (94>, siendo la distribución descrita en los países que circundan a
España <94> excesivamente compleja para extrapolar datos, siendo previsibles,
incluso, diferencias geográficas dentro del país, limitándose los únicos datos
publicados al área de Barcelona <111,175>. Por otra parte, las conclusiones
expresadas en diversos trabajos acerca de las posibles diferencias de patogenicidad
entre subtipos son, sin embargo, frecuentemente contradictorias <104,106,109,
Con estos precedentes, nos planteamos una serie de interrogantes que
pretendimos responder mediante un estudio de distribución de subtipos en diversas
localidades de España. Como es norma en todo trabajo de investigación, de las
respuestas fueron surgiendo nuevas preguntas, algunas de las cuales pudieron ser,
a su vez, abordadas.
¿Cual son los métodos y reactivos más idóneos para subtipar HBsAg?
En la introducción ha quedado reflejada la gran diversidad de métodos
descritos. A los primeros ensayos de difusión en gel o contrainmunoelectroforesis
con antisueros policlonales, con los que fueron descritos los subtipos de Hbsag
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<23, 25, 27, 28), siguieron los enzimoinmunoensayos con anticuerpos
monoclonales (63, 64, 82, 83, 84>, y, una vez conocida la base molecular de los
subtipos de HBsAg, la reacción en cadena de la polimerasa (85, 86, 87, 88> y la
secuenciación (90>. En el presente trabajo se han podido manejar cinco anticuerpos
monoclonales específicos de determinante común, tres de determinante d, tres de
determinante y, uno de determinante w y otro de determinante r, que se han
ensayado por enzimoinmunoanálisis basados en tres principios diferentes. También
se ha desarrollado un método de subtipado por reacción en cadena de la polimerasa
que se ha aplicado sobre muestras que arrojaron resultados de difícil interpretación.
Por último, algunas muestras se enviaron a otros laboratorios para su análisis por
contrainmunoelectroforesis con antisueros policlonales de referencia o por
secuenciación.
El enzimoinmunoanálisis con anticuerpos monoclonales constituyó el método
idóneo para realizar estudios de subtipado sobre grupos numerosos de muestras
debido a su elevada sensibilidad y sencillez metodológica. Las diversas
aproximaciones empleadas se complementaron entre si permitiendo el subtipado
de la práctica totalidad de las muestras. Sin embargo, algunos anticuerpos
monoclonales específicos de determinante y presentaron reacción cruzada con los
subtipos adw4 y adr, ambos muy infrecuentes en nuestro medio, razón por la cual
sólo constituyó un problema en un escaso porcentaje de muestras. Sin embargo,
su uso en Extremo Oriente, Polinesia o algunas zonas de Sudamérica, donde estos
subtipos son frecuentes <94>, sería inviable. Por otra parte, al analizar variantes
antigénicas portadoras de mutaciones en los dominios antigénicos del HBsAg se
observaron discrepancias entre AcM de la misma especificidad de subtipo, hecho
que no debe extrañarnos, ya que los determinantes de subtipo fueron descritos con
antisueros policlonales <27>, conteniendo, de hecho, diversos epitopos reconocibles
por AcM (68, 71>. De hecho, los diferentes resultados obtenidos nos muestran que
los cinco monoclonales específicos de determinante a que hemos manejado van
dirigidos, al menos, frente a cuatro epítopos diferentes, y que cada uno de los tres
anticuerpos monoclonales específicos de determinante y reconoce un epitopo
diferente.
El subtipado por PCR fue útil en la resolución de los casos indeterminados
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por EIA indirecto <88). Su gran especificidad potencial permtiría el subtipado de
casos de infección por VHB en ausencia de HBsAg detectable (87>. Sin embargo,
incluso los ensayos de PCR más sensibles son incapaces de detectar ADN de VHB
en algunos portadores asintomáticos de HBsAg. Finalmente, la
contrainmunoelectroforesis con antisueros policlonales debe constituir el método
de referencia, ya que fue el utilizado originalmente en la descripción de los subtipos
(27>.
¿Que subtipos de VHS circulan en España?
La circunscripción estricta del determinante r a Extremo Oriente (94> nos
llevó a prescindir del análisis de determinantes w/r para el estudio de distribución
de subtipo. El AcM anti-y empleado en el estudio presentó reacción cruzada con
el subtipo adr; sin embargo, ninguna de las muestras con reactividad simultánea
para d e y ensayadas para determinantes dlr resultó ser de este subtipo. La
presencia de ayr entre los casos subtipados como ay es extremadamente
improbable, dada su enorme infrecuencia incluso en los países donde es autoctono
(94). Solamente hemos detectado determinante r en uno de los casos de mezcla
de subtipos (adywr).
Los subtipos ad y ay fueron encontrados con una frecuencia similar en la
población general, dominando ay en los adictos a drogas por vía parenteral.
Solamente se subtiparon totalmente siete muestras ay que fueron ayw3 y nueve
ad que fueron adw2, independientemente de la población de riesgo a la que
perteneciesen las muestras. La presencia del subtipo adw4 pudo ser detectada por
su reacción de cruce con el AcM anti-y, por lo que su prevalencia, aunque
esporádica, es difícil de establecer con exactitud.
¿Que valor como marcadores epidemiológicos tienen los subtipos de HSsAg
en nuestra medio?
La distribución geográfica de subtipos fue homogénea en todas las
poblaciones de riesgo consideradas, lo cual hace, en gran medida, extrapolables las
conclusiones del estudio a localidades que no han sido incluidas. La similar
presencia de ad y ay encontrada en la población general, puede interpretarse como
123
Discusión general
la componente de la influencia centroeuropea, donde prevalece ad, y la
mediterránea y norteafricana, donde domina ay (94>. Los adictos a drogas por vía
parenteral se caracterizaron por una prevalencia de subtipo ay, hecho que ya había
sido puesto de manifiesto con anterioridad en otros paises europeos y en Estados
Unidos (101, 102, 103, 104, 105, 106>, y que nos indica su elevado grado de
aislamiento epidemiológico respecto de la población general. El grupo integrado por
pacientes con otros riesgos de infección presenté una situación intermedia debido,
probablemente, a su contacto con los toxicómanos, e incluso, a la presencia de
adictos a drogas por vía parenteral no declarados. Cada una de las instituciones
para deficientes mentales con régimen de internado presentó una distribución de
subtipos particular e independiente de la población general comportándose, en este
sentido, como instituciones cerradas donde el virus se propaga eficazmente en su
interior.
Los subtipos de VHB han resultado, pues, útiles para establecer las pautas
de circulación del virus en la comunidad, permitiendo detectar ciclos con mayor o
menor grado de independencia. La complejidad observada nos muestra la necesidad
de disponer de este tipo de datos si se desease utilizar los subtipos de VHB para
estudios específicos de transmisión.
¿Son todos los subtipos de VHB igual de patógenos?
La distribución de subtipos se mostró independiente de la presencia de
HBeAg. Tomando éste como indicador de replicación activa, y, por tanto, de mayor
patogenicidad, ambos subtipos serian igualmente patógenos, de acuerdo con la
idea generalmente admitida (109, 113, 114). La asociación del subtipo ay con una
mayor severidad de síntomas encontrada en algunos trabajos (104, 115>, podría
deberse a sesgos introducidos al mezclar poblaciones heterogéneas en cuanto a su
distribución de subtipos y su prevalencia de HBeAg.
¿Tienen ad y ay la misma capacidad de apoyar la infección por el Virus de
la Hepatitis Delta?
El Virus de la hepatitis Delta es incapaz de completar por si solo su ciclo de
replicación, requiriendo del aporte de ciertas funciones por parte del VI-iB, e incluso
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utilizando sus envueltas virales para recubrirse (81>. Al ser el HBsAg el principal
componente de dichas envueltas podría existir alguna influencia del subtipo de VHS
en la capacidad de ser usadas por el VHD. Sin embargo, la tasa de infección por
VHD fue similar para ambos subtipos de VHB cuando se compararon grupos
homogéneos. Es importante resaltar que de haber realizado el estudio sobre el total
de la muestra hubiéramos llegado a la conclusión errónea de que el subtipo ay
auxilia con mayor eficacia al VHD, debido al sesgo introducido por el hecho de que
tanto la mayor prevalencia de ay como la mayor tasa infección por VHD confluyen
en el grupo de adictos a drogas por vía parenteral por razones independientes. La
mayor patogenicidad del subtipo ay encontrada por algunos autores, a la que antes
aludíamos, podría ser producto de un artefacto similar.
¿Existe expresión de determinantes de subtipo de VHS en las casos de
VHB2?
La baja reactividad para HBsAg encontrada en estas muestras permitió
únicamente su ensayo por EIA de neutralización, método donde sólo fue posible
ensayar los AcM anti-d y anti-a, pero no el anti-y. Todas las muestras ensayadas
fueron reconocidas por el AcM anti-a así como el 74% de ellas lo fue por el anti-d,
siendo, pues clasificadas como ad. El 26% restante fueron consideradas ay por
exclusión, pudiendo ser comprobado el resultado en cuatro de ellas que fueron
detectables por EIA indirecto.
La expresión de determinantes de subtipo en estos casos respalda la
especificidad de la reactividad para HBsAg que los caracteriza, y apoya los datos
de neutralización con anti-HBs (138, 145, 146>, detección de ADN (144, 146) y
de microscopia electrónica (138) previamente publicados, que sugerían que el
agente responsable de estas reactividades está estrechamente relacionado con el
VHB.
La distribución de subtipos entre las poblaciones de riesgo estudiadas
presenta características similares a la observada en portadores de VHB, con una
mayor prevalencia de ay en toxicómanos que en población general y una situación
intermedia en el grupo con otras prácticas de riesgo. Sin embargo, siempre hubo
una proporción significativamente mayor de ad en VHB2 que en VHS en todos los
125
Discusión general
grupos estudiados excepto en los toxicómanos, entre los que las proporciones
fueron similares. Ello podría interpretarse interpretarse como que el VHB y el VHB2
sólo comparten la misma vía principal de transmisión en el caso de los ADVP. En
este sentido, algunos trabajos apuntan hacia una posible transmisión oral como vía
específica del agente implicado en estos casos (146).
¿Qué significa la expresión simultánea de determinantes de subtipo
mutuamente excluyentes? ¿Con qué frecuencia ocurre?
Solamente dos de las veintitrés muestras positivas inicialmente para ambos
AcM de subtipo presentaron coexistencia de determinantes dly de subtipo
demostrable, siendo once de las restantes del subtipo adw4, que presentaba
reacciones de cruce con el AcM anti-y. Al completar el subtipado, una de ellas fue
clasificada como adyw, y la otra como adywr al presentar también coexistencia de
determinantes w/r. Las peculiares características de ambas secuencias con lisina
en posición 122 pero pertenecientes al grupo D, integrado exclusivamente por
cepas ayw (47, 48>, sugiere que la causa de esta doble reactividad estriba en la
mezcla de dos cepas de diferente subtipo más que en la presencia de un solo
genoma que codifique para ambos determinantes excluyentes. Esta hipótesis se vio
reforzada por el hecho de que la tasa de mutación aparente de la muestra adywr,
calculada al comparar las secuencias de dos muestras separadas más de un año,
fue muy superior a la descrita para VHB. Al haberse secuenciado directamente
amplificados de PCR se habría obtenido la secuencia consenso de la mezcla, que
puede variar en el tiempo en función de las cantidades relativas de sus
componentes. Estas mezclas fenotípicas de subtipos han sido encontradas en la
naturaleza causadas por dos fenómenos diferentes (75>: doble infección (75, 113>,
simultánea o sucesiva, o salto antigénico por mutación en las posiciones clave 122
ó 160 con coexistencia de la cepa original y la mutada (44, 75). La doble
coexistencia de determinantes de subtipo encontrada en la muestra adywr y su
grado de variabilidad aparente, nos induce a pensar en una infección doble, sin que
tengamos datos para decantarnos entre uno u otro mecanismo en el caso adyw.
En ambos casos sólo fue posible detectar ADN de una sola especificidad, hecho
que achacamos a que, pese a existir l-lBsAg circulante de ambas cepas, sólo una
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de ellas replica activamente liberando viriones a torrente sanguíneo.
La frecuencia de este fenómeno fue muy escasa, representando solamente
el 0.3% del total de las muestras del estudio, de acuerdo con lo encontrado por
otros autores (110, 113, 120, 121, 122).
¿Qué significa 1* ausencia de determinantes de subtipo? ¿Con qué frecuencia
ocurre?
Todas las muestras clasificadas en primera instancia como defectivas en
determinantes d/y de subtipo al no ser detectadas por el juego de AcM empleado
inicialmente, fallaron también frente a un AcM específico de determinante común,
al tiempo que todas excepto una reaccionaban con otro AcM específico de
determinante y. Cada una de estas muestras podría haber sido clasificada como a-
defectiva, y-defectiva o un subtipo ayw normal según el juego de AcM utilizado.
La única detectable por contrainmunoelectroforesis fue clasificada como ayw3 con
reactivos de referencia, al igual que cinco de ellas por POR (grupo ayw2l3>. La
clasificación, pues, de una variante como defectiva en determinante común o en
determinantes de subtipo es relativa y depende de los reactivos utilizados. En este
sentido, conviene ser cauto al valorar estudios de este tipo de variantes antigénicas
realizados por grupos diferentes (117, 125, 126, 127, 128,129>. Al considerar las
reactividades con AcM en su conjunto, las ocho muestras pudieron ser separadas
en tres grupos con patrones diferentes de reactividad, correlacionándose cada uno
de ellos con una mutación diferente en posiciones conservadas, 143, 144 y 120,
dentro de los bucles antigénicos donde se ubican el determinante común y los de
subtipo <38>. La posición 120 se encuentra, aunque adyacente, fuera de dichos
bucles; sin embargo, se trata de una prolina, aminoácido fundamental para el
establecimiento de la estructura terciaria de las proteínas, y cuya sustitución puede
ser causa de importantes distorsiones en zonas amplias de la molécula. Sólo una
de ellas (144 Asp -. Glu> había sido descrita previamente (46>, siendo las variantes
que la portaban consideradas como defectivas en determinantes de subtipo.
La prevalencia media de estas variantes antigénicas fue del 0.9%,
ascendiendo al 2.3% entre los adictos a drogas de administración parenteral.
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¿Circulan en España variantes antígénicas de VHS con importancia sanitaria?
Durante los últimos años han sido descritas diversas variantes en HBsAg con
capacidad para infectar a individuos inmunizados activamente frente a VHB por
vacunación o infección natural, o pasivamente por administración de anticuerpos
monoclonales frente a determinante común, siendo la mutación más
frecuentemente encontrada 145 Gly -. Arg, descrita en Japón (128>, Singapur
<117), Italia <126) e Inglaterra <127>. En el transcurso de nuestro estudio no hemos
detectado ninguna de ellas, lo cual puede ser debido a que no presentan reactividad
alterada con ninguno de los AcM usados para el estudio de distribución habiendo
pasado desapercibidas como ad o ay. Otra explicación sería que no son detectables
por los equipos comerciales de l-lBsAg utilizados en este estudio pasando por
muestras negativas para este marcador. Estas variantes fueron detectadas al
estudiar casos de infecciones en individuos con anti-HBs, haciéndose con
posterioridad su caracterización antigénica y molecular. Sin embargo, nuestras
muestras fueron directamente seleccionadas por sus alteraciones antigénicas sin
que podamos correlacionar su presencia con ningún rasgo patogénico especial. No
obstante, el hecho de que las mutaciones encontradas afecten a posiciones muy
cercanas, e incluso adyacentes a las mutadas en las variantes con capacidad de
escape a la respuesta inmune, sugiere que puedan compartir esta propiedad de
innegable trascendencia para la salud pública, en un momento en que se plantea
la extensión de los programas de vacunación más allá de las poblaciones con
prácticas de riesgo de infección.
La mayoría de los métodos comerciales de tercera generación para
detección de HBsAg dependen en alguno de sus pasos del reconocimiento por un
AcM específico de determinante a. Cada una de nuestras variantes antigénicas fue
incapaz de reaccionar con alguno de los anticuerpos monoclonales de esta
especificidad que, de haber sido empleado para la detección de HBsAg, podría
haber llevado a un error diagnóstico, especialmente grave en el seno de un banco
de sangre. Por ello, creemos que estas variantes deben ser incluidas en los
protocolos de evaluación de métodos de detección de HBsAg, al objeto de
seleccionar para su uso en los bancos de sangre aquéllas que muestren mayor
capacidad para reconocerlas. Somos conscientes de que las variantes antigénicas
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encontradas en este trabajo pueden no incluir todas las que, circulando en España,
muestran alteración en la antigenicidad de ciertos epítopos implicados en el
determinante común. Pensamos, por ello, que es conveniente ampliar la
prospección de estas variantes al objeto de enriquecer todo lo posible los paneles
de evaluación de métodos de detección de HBsAg.
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Conclusiones
1 .- El enzimoinmunoanálisis con anticuerpos monoclonales resulta el método de
elección para abordar estudios de subtipado de l-fBsAg dada su sencillez
tecnológica y elevada sensibilidad, siempre que se caracterice su especificidad
mediante un panei de referencia adecuado. El subtipado mediante PCR lo
complementa en la resolución de muestras indeterminadas, tanto por ausencia
como por coexistencia de expresión de determinantes de subtipo mutuamente
excluyentes, siempre que la contrainmunoelectroforesis con antisueros policlonales
monoespecificos, método que debe ser considerado como el de referencia, no
pueda ser empleado a causa de su limitada sensibilidad.
2.- No se apreciaron diferencias significativas de distribución de subtipos en la
población general de las diferentes localidades españolas estudiadas, mostrando el
conjunto una similar frecuencia de ad y ay, situación intermedia entre la de
Centroeuropa, donde predomina el subtipo adw, y la de los países mediterráneos
donde es ayw el de mayor prevalencia. Dentro del subtipo ay parece ser ayw3 el
mayoritario, siéndolo adw2 entre los ad, aunque también circula, si bien en escasas
proporciones, el subtipo adw4, propio de Sudamérica y Polinesia.
3.- El VHB mantiene pautas de circulación independientes en diferentes grupos de
población caracterizados por vías de transmisión particulares. Así, se observó una
clara asociación entre el subtipo ay y la adicción a drogas de administración
parenteral, similar a la descrita en otros países europeos y en Estados Unidos. En
cada uno de los centros de atención a disminuidos psíquicos con regimen interno
se encontró una distribucion de subtipos particular e independiente de la de la
población general, comportándose como comunidades cerradas en cuyo interior el
VHB se transmite con eficacia por vías desconocidas. Otros grupos con vías de
transmisión particulares como los varones homosexuales, podrían mantener,
igualmente, sus pautas de circulación particulares.
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4.- La distribución de subtipos ad y ay fue independiente, tanto de la presencia de
HBeAg como de la de marcadores de infección por el Virus de la Hepatitis Delta
cuando se compararan grupos homogéneos. No se aprecian> pues, diferencias
intrínsecas entre ambos subtipos en el grado de replicación viral o en la capacidad
de auxiliar la replicación del VHD.
5.- Los subtipos de HBsAg constituyen una herramienta útil para abordar estudios
de circulación epidemiológica del VHB. Dichos estudios deben apoyarse en el
conocimiento previo de sus patrones de distribución en las distintas poblaciones
de riesgo que conviven en la comunidad, a fin de evitar sesgos a la hora de
interpretar los resultados.
6.- Las muestras con reactividad aislada para HBsAg en ausencia de otros
marcadores serológicos de infección por VHB, fueron reactivas con los anticuerpos
monoclonales específicos de determinante común y determinantes d/y de subtipo
del Virus de la Hepatitis 6, demostrando la especificidad de la reactividad para
HBsAg y apoyando la presencia real de un agente estrechamente relacionado con
el VHB, que viene siendo denominado informalmente como Virus de la Hepatitis B
tipo 2, pese a que su caracterización es aun excesivamente incompleta como para
considerarlo como un nuevo tipo del VHB.
7.- La coexistencia de determinantes de subtipo mutuamente excluyentes <adyw,
adywr) es un hecho infrecuente, que atribuimos a la mezcla fenotípica de dos
subtipos diferentes, uno de los cuales replica de forma activa, siendo sus genomas
detectables en suero.
8.- Se ha detectado la presencia de variantes viricas con defectos en la expresión
antigénica de epítopos del determinante común y del determinante y de subtipo,
que pudieron asociarse a tres mutaciones diferentes que afectan a aminoácidos
conservados entre todos los subtipos de HBsAg. Dichas mutaciones no parecen
afectar a la capacidad replicativa del virus ni a sus funciones de ayuda al Virus de
la Hepatitis Delta, localizándose en posiciones muy próximas, e incluso contiguas,
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a otras cuyo cambio se ha visto implicado en la inducción de escape a la inmunidad
adquirida tras la infeccción natural por VHB o conferida por inmunización activa.
9.- Ninguna de las variantes antigénicas detectadas inicialmente por ser defectivas
en determinantes de subtipo pudo ser reconocida por todos los anticuerpos
monoclonales específicos de determinante común. La definición de una variante
como defectiva en determiante común o en determinantes de subtipo basándose
exclusivamente en su reactividad con anticuerpos monoclonales es, pués, relativa
y depende de los reactivos usados en cada caso. Por otra parte, cualquiera de
estas muestras hubiera sido erróneamente considerada como negativa para HBsAg
si se hubiera empleado para su detección alguno de éstos AcM específicos de
determinante común. Dado que la mayoría de los ensayos comerciales de detección
de HBsAg emplea este tipo de reactivos, estas variantes deberían ser consideradas
en la evaluación de dichos métodos a fin de evitar posibles errores diagnósticos
graves.
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